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As chalconas são compostos intermediários essenciais na biossíntese dos 
flavonóides. São amplamente distribuídas no reino vegetal e encontradas em 
pequenas e grandes plantas. Muitos trabalhos demonstraram efeitos biológicos para 
as chalconas, incluindo efeito antiinflamatório, antioxidante, antimalárico e 
antitumoral. Diferentes substituintes nos anéis das chalconas podem resultar em 
compostos com diferentes atividades biológicas. O objetivo deste trabalho foi estudar 
a atividade antitumoral de dez chalconas derivadas quimicamente do 3,4-
metilenodioxibenzaldeído nas células leucêmicas linfoblásticas L1210. Foram 
analisadas a viabilidade celular, o mecanismo de morte celular, as concentrações 
intracelulares de GSH e ATP e a toxicidade in vitro das chalconas em células 
progenitoras da medula óssea. Foi observado que as chalconas 5, 7 e 11 reduziram 
fortemente o número de células viáveis em 90.5 ± 1.2%, 87.1 ± 1.1% e 86.3 ± 2.2%, 
respectivamente, quando comparadas com o controle, e induziram a fragmentação 
do DNA na concentração de 100 µM. Dentre as dez chalconas testadas somente a 
5, a 7 e a 11 apresentaram efeito citotóxico acentuado. A chalcona 5 mostrou o 
menor valor de IC50 em 24h e em 48h, nas concentrações de 45 e 22 µM, 
respectivamente. Os grupos metóxi que aumentam a densidade eletrônica do anel A, 
presentes nos compostos 5, 7, e 11, parecem aumentar sua citotoxicidade. A 
depleção de GSH mostrou-se proporcional à morte celular. As concentrações 
intracelulares de ATP foram esgotadas de maneira concentração-dependente, 
sugerindo que os compostos podem interferir no potencial de membrana 
mitocondrial e na síntese do ATP. A chalcona 7 foi o composto menos tóxico para 
células normais da medula óssea. Nossos resultados mostraram que as chalconas 
5, 7 e 11 induziram à apoptose células L1210 e apresentam a chalcona 7 como a 














Chalcones are essential intermediate compounds in the flavonoids biosynthesis. 
They are widely distributed in nature and easily found in arboreal or smaller plants. 
Many works have demonstrated biological effects from chalcones including anti-
inflammatory, antioxidant, antimalaric and antitumoral. Differents substitutions at 
rings of chalcones molecules can result in compounds with different biological 
actions. The objective of this work was study the antitumoral activity of ten chalcones 
chemically derived from 3,4-metilenodioxibenzaldeide in murine lymphoblastic 
leukemia cells L1210. The cellular viability, the mecanism of cell death, intracellular 
concentration of ATP and glutathione and in vitro toxicity from chalcones to normal 
cells from bone marrow were analyzed.  We observed that the chalcones 5, 7 and 11 
strongly reduced the number of viable cells in 90,5 ± 1,2%, 87,1 ± 1,1% and 86,3 ± 
2,2%, respectively, when compared with the control and induced DNA fragmentation 
at concentration 100 µM. Among ten chalcones tested, only the number 5, 7 and 11 
showed accentuated citotoxic effect. Compound 5 showed the lower IC50 value in 24 
and 48 hours, 45 and 22 µM, respectively. The methoxy groups which increase the 
electronic density of the A-ring, present in the compounds 5, 7, and 11, seem to 
increase the citotoxicity. GSH depletion was proportional to cell death. ATP 
concentration was depleted showing a concentration-dependent profile. These 
results suggest that the compounds may be interfering in mitochondrial membrane 
potential and ATP synthesis. Chalcone 7 was the compound which showed smaller 
toxic effects to normal cells from bone marrow. Our results showed that the synthetic 
chalcones 5, 7 and 11 induced apoptosis in L1210 cells and present the chalcone 7 




























Leucemia é uma doença decorrente da proliferação neoplásica de células 
hematopoiéticas linfóides ou mielóides, resultante da mutação de uma única célula-
tronco, cuja prole forma um clone de células leucêmicas. As mutações podem 
ocorrer em diferentes fases da diferenciação de precursores linfóides ou mielóides 
ou, ainda, em uma célula-tronco pluripotente, com capacidade para diferenciar-se, 
tanto em células mielóides quanto linfóides. Geralmente, ocorrem várias alterações 
genéticas para transformação maligna, incluindo expressão inadequada de 
oncogenes e perda de função de genes supressores de tumor. As leucemias agudas 
caracterizam-se por um defeito na maturação, o que ocasiona um desequilíbrio entre 
a proliferação e a maturação celular; uma vez que as células do clone leucêmico 
continuam a proliferar-se, sem chegar aos estágios de maturação e morte, 
ocorrendo uma expansão contínua do clone leucêmico e predomínio das células 
imaturas (BAIN, 2003). 
As bases do tratamento com compostos antileucêmicos estão suportadas na 
inibição da proliferação celular (HERR & DEBATIN, 2001), na indução à apoptose ou 
na diferenciação dos blastos leucêmicos, que invariavelmente evoluirão para 
apoptose (LESZCZYNIECKA et al., 2001). 
Os mecanismos que regulam a apoptose são complexos e consistem na ativação 
de numerosas sinalizações que integram vários sistemas paralelos ou inter-relacionados, 
culminando na autodestruição celular. Deficiências nos mecanismos de apoptose podem 
contribuir para a carcinogênese, criando um ambiente permissivo à instabilidade genética 
e acúmulo de mutações, contribuindo para persistência e expansão de células 
neoplásicas (REED, 1999).  
A mitocôndria é responsável por 80% a 90% do ATP necessário para respiração e 
sobrevivência celular, regula o fluxo de cálcio e tem um papel importante nos estímulos 
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pró e anti-apoptóticos (DIAS & BAILLY, 2005). Alguns trabalhos demonstram que a 
deficiência energética ou depleção de ATP (trifosfato de adenosina) induz as células a 
apoptose. CARIATI et al. (2003) mostraram que o composto mofaroteno (um retinóide 
ativo) induziu à apoptose células de linfoma de Burkitt’s através da despolarização da 
membrana mitocondrial, ativação das caspases 3 e 9, e aumento da produção de 
espécies reativas de oxigênio. Estes efeitos foram relacionados à pequena quantidade do 
conteúdo intracelular de ATP. GARLAND & HALESTRAP (1997) mostraram que a 
depleção intracelular de ATP, pelo desacoplamento da ATPase mitocondrial, induziu a 
morte celular apoptótica exibindo fragmentação do DNA em células pré-B dependentes 
de interleucina-3.  Substâncias que comprometem a integridade estrutural e funcional da 
mitocôndria, conseqüentemente o metabolismo energético celular, podem ser novas 
oportunidades para impedir a proliferação de células tumorais. 
O entendimento da complexa interação entre os diferentes mecanismos de 
defesa, em resposta ao estresse celular, pode identificar alvos moleculares de 
sensibilidade ou resistência em células tumorais e contribuir para novas intervenções 
na terapia do câncer. A demonstração de que a depleção de glutationa aumenta a 
sensibilização de células tumorais aos efeitos citotóxicos de vários compostos 
alquilantes e radiações já está bem descrita na literatura. Em contrapartida, 
concnetrações elevadas de glutationa intracelular estão associados à resistência de 
várias linhagens celulares tumorais a fármacos quimioterápicos, como leucemia 
linfoblástica L1210 (KRAMER et al., 1987), plasmocitoma humano (MEDH et al., 
1991), carcinoma gástrico (BARRANCO et al., 1990) e carcinoma ovariano (LOUIE 
et al., 1985). 
Chalconas são precursores biossintéticos de flavonóides e isoflavonóides. 
São largamente distribuídas na natureza, desde sementes até grandes plantas. 
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Quimicamente, apresentam dois anéis aromáticos ligados por três carbonos, uma 
carbonila e dois carbonos α-, β-insaturados. Apresentam diversas atividades 
biológicas, são potentes agentes antiinflamatórios e têm sido identificadas como 
compostos com interessantes propriedades citotóxicas e antitumorais. SAYDAM et 
al. (2003) estudaram o efeito citotóxico e inibitório da proliferação da 4,4’ 
dihidroxichalcona em células de leucemia humana. Estes pesquisadores mostraram 
que a 4,4’ dihidroxichalcona apresenta uma alta citotoxicidade e atividade 
antitumoral nas células HL-60. Porém, não conseguiram demonstrar o mecanismo 
pelo qual a chalcona inicia o processo de morte das células. Entretanto, foi 
demonstrada a degradação do DNA e, conseqüentemente, concluído que a morte 
ocorre por apoptose. 
 NAKATANI et al. (2005) mostraram que dihidroxichalconas C-benziladas 
isoladas da Uvaria acuminata, uvauretina, isouvaretina e diuvaretina, inibiram o 
crescimento de células de leucemia promielocítica humana HL-60. O mecanismo de 
citotoxicidade foi avaliado pela observação da fragmentação do DNA, da ativação 
da caspase-3 e da morfologia celular. Foi demonstrado que estas hidroxichalconas 
induzem as células HL-60 a morte, por apoptose (ICHIMARU et al., 2004; 
NAKATANI et al., 2005).  
Um estudo realizado com hidroxichalconas por SABZEVARI et al. (2004) 
mostrou que todas as hidroxichalconas estudadas depletaram GSH de hepatócitos 
isolados de rato e oxidaram GSH à GSSG. Todas as chalconas estudadas também 
causaram citotoxidade nos hepatócitos. O mecanismo de citotoxicidade foi por 
desacoplamento mitocondrial, evidenciado pelo aumento de consumo de oxigênio e 
colapso do potencial de membrana mitocondrial. Em algumas hidroxichalconas, o 
mecanismo de citotoxicidade também foi associado à oxidação da GSH. 
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Nosso objetivo foi estudar o efeito citotóxico (atividade antitumoral) de 
chalconas sintéticas derivadas do 3,4-metilenodioxibenzaldeído sobre células 



























2.1  Leucemia linfóide aguda 
 
Leucemia linfóide aguda (LLA) é uma doença caracterizada pela proliferação 
descontrolada de células progenitoras linfóides imaturas na medula óssea, que 
resulta em acúmulo de células neoplásicas (PLASSCHAERT et al., 2004). A etiologia 
das leucemias não é conhecida, embora fatores possam contribuir para o 
desenvolvimento da doença, como as mutações genéticas (VIELE, 2003).  
A LLA ocorre em adultos e crianças, mas a maior incidência verifica-se em 
crianças abaixo dos cinco anos de idade, sendo responsável por cerca de 80% dos 
casos de leucemia aguda na infância (LAKS et al., 2003) e 50% de todas as 
malignidades hematopoiéticas (DOWNING & SHANNON, 2002). Segundo a revisão 
realizada por PLASSCHAERT et al., (2004) a incidência em crianças de até cinco 
anos é de 5,7 por 100.000 pessoas por ano, e em adultos é de 0,4 por 100.000 
pessoas aos 40 anos, aumentando para 0,8 acima dos 75 anos de idade. Em 
adultos a LLA é uma leucemia relativamente rara, contabilizando 2% a 3 % das 
malignidades hematopoiéticas (DOWNING & SHANNON, 2002). 
O prognóstico, em crianças, é o mais favorável de todos os cânceres, com 
mais de 95% de remissão completa e taxas de sobrevida, sem a doença, de 63% a 
83% (SCHRAPPE et al., 2000). PUI & EVANS (1988) citam que a taxa de cura na 
infância, com quimioterapia intensiva, é de 70% a 80%. Adultos com LLA 
apresentam prognóstico pior, com remissão completa de 75% a 89% e taxa de 
sobrevida a longo prazo, sem a doença, de 28% a 39% (GOKBUGET & HOELZER, 
2002). Os progressos no tratamento de pacientes com LLA levaram a melhora das 
taxas de sobrevida, sendo as crianças as mais beneficiadas. A taxa de cura nos 
 20 
adultos, com quimioterapia, é de apenas 25% a 40%, por causa do alto risco de 
reincidência (POPAT et al., 2003). 
Sugeriu-se que cânceres pediátricos resultam de defeitos genéticos 
relacionados com o crescimento e desenvolvimento de diferentes órgãos e tecidos, 
durante períodos de risco de estresse proliferativo (GREAVES, 1993). Esta sugestão 
é baseada na observação de diferentes períodos de risco para tumores pediátricos, 
dependendo da idade. O pico de incidência de LLA é entre dois e cinco anos, 
quando células progenitoras de linfócitos B estão proliferando extensivamente e 
rearranjando seus genes para imunoglobulinas (GREAVES, 1986).  
Diferenças nas características e no prognóstico da LLA em adultos, 
comparando-se com crianças, podem resultar do fato de que, na infância, a LLA 
acomete células progenitoras linfóides maduras, enquanto que na idade adulta 
acomete células-tronco multipotentes “stem cell” (GREAVES, 1993; GREAVES, 
1999). Estas células sofrem transformações na LLA e mantêm algumas das suas 
características equivalentes às células normais. Os progenitores linfóides 
acometidos têm uma capacidade limitada de renovação e são dependentes de 
citocinas e de fatores de crescimento para sua proliferação e diferenciação, sendo 
mais sensíveis à indução a apoptose, por quimioterapia ou retirada de citocinas. As 
células-tronco multipotentes têm uma grande capacidade de renovação e são mais 
resistentes à quimioterapia do que os progenitores linfóides. Portanto, o 
acometimento de células tronco multipotentes poderia originar um clone leucêmico 
mais agressivo (GREAVES, 1993). 
Crianças com alterações genéticas, como trissomia do cromossomo 21, 
anemia de Fanconi e síndrome de Bloom, têm maior risco de desenvolverem LLA. 
Ambas anemia de Fanconi e síndrome de Bloom apresentam defeitos no reparo do 
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DNA. Pacientes com história precedente de hemopatias malignas, como 
hemoglobinúria paroxística noturna, síndrome mielodisplásica, doenças 
mieloproliferativas e anemia aplástica apresentam risco aumentado de desenvolver 
leucemia aguda. A exposição a substâncias químicas, como benzeno e radiação 
ionizante, também aumentam o risco de desenvolver leucemia aguda (VIELE, 2003). 
 
 
2.1.1 Manifestações clínicas 
 
As manifestações clínicas das leucemias devem-se, diretamente ou 
indiretamente, à proliferação de células leucêmicas e à sua infiltração nos tecidos 
normais. A elevada proliferação celular tem conseqüências metabólicas, e as células 
infiltrantes também causam distúrbios na função dos tecidos (BAIN, 2003).  As 
manifestações clínicas podem ser divididas em primárias e secundárias. As 
manifestações primárias envolvem infiltração da medula óssea pelas células 
leucêmicas, impedindo a proliferação de células normais. Como conseqüência estes 
pacientes podem apresentar anemia, trombocitopenia e neutropenia. Como 
resultado da neutropenia e da plaquetopenia pode-se observar infecções sucessivas 
e hemorragias (BAIN, 2003; VIELE, 2003).  Fadiga, palidez, sangramentos, 
equimoses, febre e suscetibilidade a infecções são sintomas da leucemia aguda 
(VIELE, 2003). As manifestações secundárias são indicativas de outros sistemas do 
organismo envolvido. Além do sistema nervoso central, outros órgãos podem ser 
suscetíveis à infiltração de blastos leucêmicos, como o fígado, o baço e os 
linfonodos, causando hepatoesplenomegalia e linfoadenopatia. O sistema nervoso 
central (SNC) é o local extramedular mais freqüentemente envolvido. Pacientes com 
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infiltração no SNC já no diagnóstico, tanto adultos como crianças, requerem 
direcionamento adicional do tratamento para o SNC. Uma estratégia comum é a 
aplicação de antineoplásicos via intratecal e, em alguns casos, radioterapia 
(PLASSCHAERT et al., 2004). 
Crianças podem ser mais suscetíveis ao envolvimento do SNC devido a 
diferenças na composição da barreira hemato-encefálica. Entretanto, células 
leucêmicas de adultos e crianças podem diferir na sua habilidade em infiltrar-se no 
SNC, mas até agora isto não foi estudado (PLASSCHAERT et al., 2004). 
  
 
2.1.2 Classificação FAB, imunofenotipagem, citogenética e diagnóstico 
 
A Classificação Franco-Americana-Britânica (FAB), proposta por um grupo de 
colaboração de hematologistas Franceses, Americanos e Britânicos, desde 1976 
divide a LLA em três subtipos, L1, L2 e L3, de acordo com a morfologia microscópica 
(BENNETT et al., 1976). Os subtipos L1 e L2 podem envolver linfócitos B ou T. O 
subtipo L1 é observado mais freqüentemente em crianças (76% a 89%) do que em 
adultos (31% a 43%), (BENNETT et al., 1981; LILLEYMAN et al., 1992; KAMPS et 
al., 2000), enquanto que o subtipo 2 é observado mais freqüentemente em adultos 
(49% a 60% em adultos versus 14% a 22% em crianças), (BENNETT et al., 1981; 
LILLEYMAN et al., 1992; KAMPS et al., 2000). O subtipo 3 está associado com LLA 
de células-B maduras. É raro, sendo observado mais freqüentemente em adultos do 
que em crianças. 
O prognóstico nos diferentes subtipos da classificação FAB permanece 
obscuro. Em crianças ou adultos, alguns estudos têm mostrado um melhor 
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prognóstico para pacientes do tipo L1 e uma maior taxa de recaída para pacientes 
L2 (MILLER et al., 1981; MANDELLI et al., 1996; KANERVA et al., 1999). Entretanto, 
existem controvérsias com outros estudos que não confirmam o mesmo prognóstico 
para subtipos L1 e L2 da classificação FAB (DAVEY et al., 1983; DURRANT & 
RICHARDS, 1993). 
Embora, historicamente, a classificação FAB para LLA tenha sido 
amplamente utilizada, seu uso clínico é discutido atualmente. A reprodutibilidade 
desta classificação é limitada devido à heterogeneidade dos blastos leucêmicos ao 
microscópio ótico e a subjetividade na subclassificação. A eficácia atual da 
imunofenotipagem e da citogenética, em combinação com prognósticos duvidosos 
dos diferentes subtipos, tem limitado o uso da classificação FAB na conduta clínica 
da LLA. 
O diagnóstico e a classificação precisos são fundamentais na identificação 
exata do tipo de leucemia e na determinação do melhor tratamento para cada 
paciente. Com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais, a caracterização de 
progenitores linfóides normais e leucêmicos pode ser realizada por 
imunofenotipagem. A diferenciação de progenitores das linhagens B e T e de células 
maduras B e T se caracteriza pela expressão de antígenos específicos durante os 
estágios de desenvolvimento. A citogenética identifica variações no cariótipo de 
células leucêmicas. O número de cromossomos e as anormalidades cromossômicas 
estruturais podem ser identificados e são eficientes indicadores do prognóstico para 
escolha da terapêutica.  
Com a finalidade de superar as limitações da classificação FAB, e 
considerando as características morfológicas, imunofenotípicas e 
genética/moleculares dos blastos, em 2001, a Organização Mundial de Saúde 
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(OMS), em conjunto com a Sociedade de Hematologia Americana e a Associação 
Européia de Hematologia, publicou uma nova classificação para neoplasias do 
sistema hematopoiético e linfóide. A LLA foi subdividida conforme a marcação 
imunofenotípica em linhagem B (Pró-B, Comum, Pré-B e LLA-B) e linhagem T (Pré-T 
e LLA-T), (JAFFE et al., 2001). Segundo o Grupo Europeu para a Classificação 
Imunológica das Leucemias (EGIL), os blastos da linhagem B expressam antígenos 
específicos para anticorpos monoclonais CD19, CD79a e CD22, e os blastos de 
linhagem T para o anticorpo CD3. Deve-se observar que o antígeno de 
histocompatibilidade de classe 2 (HLA-DR) é expresso, na grande maioria dos 
casos, de LLA de linhagem B, independente do grau de maturação da célula, ao 
passo que na LLA-T a expressão do HLA-DR está relacionada com um 
imunofenótipo mais maduro (SZCZEPANSKI et al., 2003). 
Para confirmar o diagnóstico de LLA, a aspiração da medula óssea e a 
imunofenotipagem dos blastos do sangue periférico ou da medula óssea são 
essenciais. Também é recomendável fazer a análise citogenética, para identificar 
subgrupos de importância diagnóstica. 
 
 
2.1.3 Alterações genéticas 
 
As alterações genéticas que levam a uma transformação leucêmica 
geralmente são provocadas por alterações importantes nos cromossomos. O 
número de cromossomos no clone leucêmico pode ser subdividido em: alta 
hiperdiploidia (com mais de 50 cromossomos), baixa hiperdiploidia (com 47 a 50 
cromossomos), pseudodiploidia (46 cromossomos com anormalidades estruturais), 
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diploidia (46 cromossomos normais) e hipodiploidia (menos que 46 cromossomos). 
Clinicamente, hiperploidia com mais de 50 cromossomos está fortemente associada 
com um bom prognóstico (PLASSCHAERT  et al., 2004). 
A translocação Filadélfia t(9;22) ocorre em células leucêmicas de 3% a 5% 
das crianças e 15% a 25% dos adultos (PUI & EVANS, 1998). Vários estudos têm 
mostrado um aumento na incidência da translocação Filadélfia, com o aumento da 
idade. A translocação está associada com um mau prognóstico (SECKER-WALKER 
et al., 1991). 
Pacientes com translocação t(4;11) têm o pior prognóstico de todas as 
alterações cromossômicas conhecidas. Foi observada a incidência em crianças até o 
primeiro ano de vida de 70% a 80% (RUBNITZ  et al., 1994; PUI et al., 1995), 
enquanto que em crianças de até 15 anos de idade a incidência é de 2% e, em 
adultos, parece estar próxima de 8%. 
A translocação t(12;21) é a alteração genética mais comum observada em 
crianças com LLA. Mais de 26% das crianças e 3% a 4% dos adultos com LLA têm 
esta alteração (PUI & EVANS, 1998). Considera-se a presença desta translocação 
favorável para o prognóstico (RUBNITZ et al., 1997; SEEGER et al., 1998). 
Em resumo, as translocações t(4;11) e t(9;22) estão associadas com um 
prognóstico desfavorável, enquanto que hiperdiploidia e translocação t(12;21) são 





Em geral, os protocolos de tratamento são comparáveis entre si. Iniciam com 
terapia de indução, usando múltiplos quimioterápicos, seguido das fases de 
 26 
consolidação e manutenção. Os quimioterápicos utilizados incluem vincristina, 
dexametasona, daunorrubicina, doxorrubicina, metotrexato e mercaptopurina. A 
profilaxia do sistema nervoso central é necessária para aumentar as taxas de 
sobrevida e evitar infiltração no SNC (PLASSCHAERT et al., 2004).  
Para crianças, o tratamento profilático consiste em metotrexato intratecal para 
os casos de baixo risco, com adicional metotrexato intravenoso para os grupos de 
alto risco (PUI, 1995). Em adultos, há poucas terapias direcionadas à profilaxia do 
SNC, e a prioridade é ter uma remissão completa e duradoura da medula óssea, 
além da prevenção de infiltração no SNC. Os resultados mais favoráveis são obtidos 
com altas doses de quimioterapia, combinada com terapia intratecal e irradiação do 
SNC. A maioria dos regimes de tratamento em adultos para LLA já inclui altas doses 
de quimioterapia para reduzir os riscos de recaída (BENNETT  et al., 1981). 
Um dos protocolos de maior notoriedade internacional é o desenvolvido pelo 
grupo alemão Berlim-Frankfurt-Munique (BFM), (VIANA et al., 1994; SACKMANN-
MURIEL et al., 1999). Esse protocolo utiliza a estratificação dos pacientes conforme 
grupos de risco para ocorrência de recidiva. Os pacientes com maior risco são 
tratados com quimioterapia intensiva. O tratamento inclui quatro fases: indução de 
remissão, consolidação, manutenção e profilaxia do SNC. O principal objetivo do 
tratamento é induzir a remissão completa, ou seja, atingir menos de 5% de blastos 
na medula óssea e restaurar a hematopoiese normal. Logo após, inicia-se a fase de 
consolidação, cujo objetivo é reduzir a doença residual mínima (presença de células 
leucêmicas na medula óssea indetectáveis à microscopia ótica, entretanto 
detectáveis por citometria de fluxo) e ajustar a intensidade do tratamento, conforme 
a estratificação do risco de recidiva. O protocolo BFM utiliza a chamada terapia de 
reindução durante a fase de consolidação, que consiste na utilização dos mesmos 
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fármacos administrados durante a fase de indução. Após esta fase é realizada a 
terapia de manutenção, cujo objetivo é a erradicação de células leucêmicas 
residuais. Nesta fase, a quimioterapia é menos intensiva. A profilaxia do SNC é 
iniciada durante a fase de indução, e inclui radioterapia e quimioterapia (LAKS et al., 
2003). 
A maioria das crianças e alguns adultos com LLA podem ser curados com 
quimioterapia intensiva. Para aqueles pacientes que sofrem recaída ou não 
conseguem remissão completa, o transplante de células-tronco hematopoiéticas 
oferece melhores possibilidades de controle da doença, a longo prazo. O risco da 
relação transplante/mortalidade precisa ser balanceado com o potencial de cura 
apenas pela quimioterapia convencional. O transplante de células-tronco, após a 
terapia de indução, é recomendável em pacientes que têm um alto risco de recaída 
após a quimioterapia (POPAT et al., 2003). 
Os fármacos quimioterápicos provêm benefício terapêutico, mas também 
significante toxicidade. A sensibilidade e resistência das células tumorais aos 




2.2 Morte celular: apoptose e necrose 
 
A morte celular pode ocorrer por vias distintas, apoptose ou necrose. 
Entretanto, os eventos bioquímicos que precedem o fenômeno e que direcionam o 
mecanismo de morte celular permanecem obscuros. Segundo HIGUCHI (2004), o 
mesmo insulto pode levar à apoptose ou à necrose, dependendo da sua intensidade, 
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da subpopulação de células envolvidas, das espécies e do genótipo do organismo 
envolvido. 
A necrose aparece como resultado de uma disfunção celular aguda em 
resposta a condições severas de estresse ou depois da exposição a agentes 
tóxicos. É um processo relativamente passivo, associado com a rápida depleção de 
ATP celular. Morfologicamente, a necrose é caracterizada pelo aumento do volume 
celular e ruptura da membrana plasmática, em que todo o conteúdo intracelular 
extravasa para o meio intercelular (GORES et al., 1990) (Figura 1). Esta saída do 
conteúdo de células mortas para o espaço extracelular pode causar dano ao tecido, 
por afetar as células vizinhas ou por atrair células pró-inflamatórias à lesão 
(HASLETT, 1992). 
Apoptose ou morte celular programada é um processo fisiológico essencial 
envolvido no desenvolvimento e homeostasia dos tecidos. É um fenômeno que 
apresenta um papel fundamental na embriogênese, homeostasia celular, renovação 
de tecidos e regressão de tumores. No sistema imune, tem sido descrito que a 
apoptose é crucial na seleção de células T, depleção de células T e de linfócitos B 
reativos, remoção de células T efetoras periféricas após o término da resposta 
imune, regulação da memória imunológica e regulação da citotoxicidade de células 
alvo por células NK (“Natural Killer”) (GUPTA, 2003). Entretanto, a apoptose também 
ocorre em várias situações patológicas (CHANDRA et al., 2000; ZIMMERMANN et 
al., 2001). O desenvolvimento de tumores malignos resulta da proliferação 
desregulada ou de uma inabilidade das células em seguir para morte apoptótica 
(HERR & DEBATIN, 2001).  
A apoptose foi primeiramente descrita por KERR et al., (1972), e foi definida 
pela aparência morfológica das células, incluindo enrugamento da membrana 
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(“blebbing”), condensação da cromatina, fragmentação nuclear e diminuição do 
tamanho celular (Figura 1). As características bioquímicas, associadas com a 
apoptose, incluem clivagem do DNA internucleossomal, externalização da 
fosfatidilserina (MARTIN et al., 1995) e clivagem proteolítica de substratos 
intracelulares (MARTIN & GREEN, 1995). Como resultado das mudanças na 
membrana plasmática, as células apoptóticas são rapidamente fagocitadas antes do 





Figura 1: Mecanismos de morte celular: necrose e apoptose. 
Fonte: Adaptado do Catálogo BioAgency 2004-05, Cap. 9 - Apoptose e Inflamação. Disponível em: 
http://www.bioagency.com.br/informacao/default.asp. Acesso em 22 de dezembro de 2006. 
 
 
A apoptose é firmemente regulada pela ativação de uma cascata de 
aspartato-cisteína proteases (caspases). As caspases são zimogênios solúveis no 
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citoplasma, no espaço intermembrana mitocondrial e na matriz nuclear de todas as 
células (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997). Existem duas vias principais que 
levam à ativação das caspases. A primeira destas depende da participação da 
mitocôndria (receptor-independente) e a segunda envolve interação dos receptores 
da superfície celular como Fas ou TNF-R (receptor do fator de necrose tumoral), 
chamados de “receptores de morte”, com seus ligantes (CHANDRA et al., 2000; 
ZIMMERMANN et al., 2001; GUPTA, 2003). Membros pró e anti-apoptóticos da 
família Bcl-2 regulam a via mitocondrial. O estresse celular induz a translocação de 
membros pró-apoptóticos da família Bcl-2 do citosol para a mitocôndria, induzindo a 
saída do citocromo c, enquanto proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 trabalham 
para prevenir a saída do citocromo c da mitocôndria e preservar a sobrevivência 
celular (ZIMMERMANN et al., 2001). Uma vez no citoplasma, o citocromo c catalisa 
a oligomerização da protease apoptótica ativadora de fator-1 (Apaf-1), promovendo 
a ativação da procaspase-9 (CHANDRA et al., 2000; ZIMMERMANN et al., 2001), 
formando um complexo chamado “apoptossoma” (HERR & DEBATIN 2001), o qual 
ativa a procaspase-3 (ZIMMERMANN et al., 2001). Apaf-1 contém sítios de ligação 
para o citocromo c e ATP (CHANDRA et al., 2000). Alternativamente, a ligação nos 
receptores de morte, como o TNF-R e o receptor Fas, causam a ativação da 
procaspase-8. A caspase-8 ativada pode ativar diretamente a procaspase-3 ou clivar 
a proteína pro-apoptótica Bid, a qual subseqüentemente induz a saída do citocromo 




Figura 2: As duas principais vias apoptóticas. Na via mitocondrial o estresse celular induz a 
translocação de membros da família Bcl-2 pró-apoptóticos do citosol para a mitocôndria, onde 
induzem a saída do citocromo c. O citocromo c no citosol promove a ativação do Apaf-1 e da pró-
caspase 9, formando o apoptossoma, o qual ativa a pró-caspase 3, induzindo à apoptose. O 
citocromo c e o Smac/DIABLO são liberados da mitocôndria após estímulos apoptóticos. Enquanto o 
citocromo c ativa o Apaf-1, o Smac/DIABLO inibe a ligação das caspases as IAPs (Proteínas 
Inibidoras da Apoptose). A segunda via é dependente do receptor. A ativação da pró-caspase 8 pela 
ligação ao receptor de morte está ilustrada. O Fas-ligante (FasL) asocia-se a FAAD na região 
intracelular. Este complexo ativa a pró-caspase 8. A caspase-8 ativada pode ativar diretamente a 
procaspase-3 ou clivar a proteína pró-apoptótica Bid, a qual subseqüentemente induz a saída do 
citocromo c. 
Fonte: Adaptado de HENGARTNER, 2000. 
 
Os mecanismos fundamentais dos quimioterápicos, para induzirem a morte 
celular, podem ser causando dano ao DNA, aos lipídios componentes da membrana 






celular, comumente designada de estresse celular. Estas mudanças iniciam a 
ativação de uma complexa cascata de moléculas sinalizadoras induzidas na 
tentativa de retornar ao equilíbrio celular. Como resposta aos danos no DNA 
acionam-se a regulação do ciclo celular e os mecanismos de reparo (como a 
proteína p53). O tipo e a dose de estresse dentro do contexto celular parecem ditar o 
resultado da resposta celular, o qual é convertido a vias complexas para controle do 
ciclo celular ou a morte celular. A apoptose parece ser induzida quando o dano 
excede a capacidade a mecanismos de reparo (HERR & DEBATIN, 2001).  
 
 
2.3 Mitocôndria, potencial energético celular e GSH 
 
As mitocôndrias têm um papel central no metabolismo energético. Geram 
80% a 90% do ATP necessário para respiração e sobrevivência celular por 
fosforilação oxidativa, regulam o fluxo de cálcio e têm um importante papel na 
integração de estímulos pró e anti-apoptóticos (DIAS & BAILLY, 2005). 
Nos últimos anos, aumentou o entendimento do papel da mitocôndria na 
morte celular (KROEMER & REED, 2000; MARTINOU & GREEN, 2001; GREEN & 
EVAN, 2002). Numerosos estímulos, incluindo agentes quimioterápicos, radiação 
UV, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, e falta do fator de crescimento 
parecem mediar a apoptose via mitocondrial, uma via independente de receptor 
(GUPTA, 2003). A mitocôndria é uma organela com dois compartimentos bem 
definidos: a matriz, circundada por uma membrana interna, e um espaço 
intermembrana, circundado pela membrana externa (Figura 3). A membrana interna 
contém várias moléculas, incluindo ATP sintetase e cadeia transportadora de 
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elétrons. Em condições fisiológicas estas moléculas possibilitam que a cadeia 
respiratória crie um gradiente eletroquímico (potencial de membrana). A membrana 
externa contém canais voltagem-dependente. O espaço intermembrana contém 
citocromo c, algumas pro-caspases, adenilato quinase 2, Smac/Diablo (Segundo 
ativador mitocondrial de caspases/Inibidor da ligação das caspases as IAPs)  e 
fatores de indução da apoptose (AIF).  Também estão presentes na mitocôndria, 
proteínas inibidoras de apoptose (IAPs). A permeabilização da membrana externa, 
conseqüentemente, resulta na saída destas moléculas para o citoplasma. A 
permeabilização da membrana interna leva a mudanças no potencial de membrana 
mitocondrial. A saída do citocromo c é um dos principais passos na via mitocondrial 
da apoptose, está associada com a permeabilização da membrana externa, e 
promove a formação do apoptossoma, o qual ativa as capases executoras da 
apoptose (GUPTA, 2003). 
 
Figura 3: Mitocôndria 
Fonte: Figura adaptada. Disponível em: http://linux.ajusco.upn.mx/fotosintesis/mitocondria.html. 
Acesso em 19 dezembro de 2006. 
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As mitocôndrias são induzidas a liberar o citocromo c em resposta a 
quimioterápicos e outros estresses celulares, por abertura de canais na membrana 
externa ou por causa do aumento de tamanho e rompimento da organela, que 
ocorre pela transição de permeabilidade, após abertura de poros (REED, 1999; 
KROEMER & REED, 2000). A família de proteínas Bcl-2 tem um papel central no 
controle da via mitocondrial de apoptose. Em humanos, mais de 20 membros desta 
família já foram identificados, incluindo proteínas supressoras da apoptose (Bcl-2, 
Bcl-xl e outras) e proteínas promotoras da apoptose (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bcl-
Xs, entre outras), (HERR & DEBATIN, 2001). 
Como a mitocôndria é o principal local a consumir oxigênio na célula, também 
é o principal local para gerar espécies reativas de oxigênio (EROs). Embora o 
transporte de elétrons normal na mitocôndria envolva a redução de quatro elétrons 
do oxigênio molecular para água, reações de redução parciais podem ocorrer, 
desequilibrando situações fisiológicas, causando liberação de ânion superóxido e 
peróxido de hidrogênio. Condições patológicas, como o estresse oxidativo, podem 
levar a danos na função mitocondrial, aumentando a liberação de EROs. Um grande 
número de enzimas mitocondriais, incluindo desidrogenases e ATPases 
transportadoras, contém grupos sulfidril que devem ser mantidos na forma reduzida 
para exercerem a função. Além disso, componentes sensíveis ao estado redox na 
cadeia transportadora de elétrons, como íons de ferro no grupo prostático heme, 
podem ser oxidados com a perda do balanço redox, produzindo disfunções 
mitocondriais (LASH, 2006).  
O desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio e de 
nitrogênio e o sistema de defesa antioxidante endógeno é o fator predominante para 
causar uma série de mudanças fisiológicas que caracterizam o estresse oxidativo. A 
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produção destas moléculas reativas é neutralizada pelas defesas antioxidantes, 
estabelecendo uma homeostase no metabolismo oxidativo. Porém, em certas 
condições patológicas, pode haver um desequilíbrio na homeostase, ocasionando 
um excesso de produção de espécies reativas, causando ações deletérias aos 
organismos (SIES, 1997).  
Para minimizar os efeitos deletérios associados à constante formação de 
EROs, oriundas da presença e da utilização do oxigênio nas células e nos tecidos, 
os organismos aeróbicos foram dotados, ao longo do tempo evolutivo, de distintas 
defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas. Dentre as defesas enzimáticas 
destacam-se as enzimas catalase, superóxido dismutase, glutationa redutase (GR), 
glutationa peroxidase (GPx) e o conjunto das glutationas S-transferases (GSTs). As 
glutationas S-transferases, embora não atuem diretamente contra os radicais livres, 
são importantes na defesa celular, pois estão associadas a biotransformação de 
xenobióticos, como herbicidas, inseticidas e agentes carcinogênicos. Estas enzimas 
catalisam a reação de conjugação da glutationa na forma reduzida (GSH) com estes 
compostos, aumentando a solubilidade e facilitando a excreção. 
Falhas ou danos mitocondriais podem levar rapidamente à inibição da 
sobrevivência e da proliferação celular. Fármacos que comprometem a integridade 
estrutural e funcional da mitocôndria podem prover novas oportunidades para 
combater a proliferação de células neoplásicas. Locais específicos na mitocôndria 
podem ser alvos moleculares, tais como: a cadeia respiratória, o DNA mitocondrial, 
os canais de potássio, a família de proteínas Bcl-2 e os poros de transição da 
permeabilidade (DIAS & BAILLY, 2005). 
A glutationa (GSH) é um tripeptídeo, γ-glutamilcisteinilglicina, o principal tiol 
não protéico, de baixo peso molecular, presente em todas as células aeróbicas. Sua 
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importância funcional como antioxidante está na presença do grupo tiol no resíduo 





Figura 4: Estrutura da glutationa 
Fonte: Retirado de LASH, 2006. 
 
Os aminoácidos L-glutamina, cisteína e glicina são precursores na síntese da 
GSH. A síntese ocorre por uma reação dependente de ATP no citoplasma, e é 
catalisada pela γ-glutamil-cisteína-sintetase e pela GSH sintase. A maior parte, se 
não toda atividade biossintética, reside no citoplasma, com pouca ou nenhuma 
atividade em outras organelas (GRIFFITH & MEISTER, 1985; MCKERNAN et al., 
1991). As mitocôndrias são organelas importantes na manutenção do balanço redox. 
O balanço entre as concentrações de glutationa reduzida e oxidada depende do 
estado redox da célula, como também da síntese de GSH. 
O papel antioxidante da GSH contra compostos oxidantes e eletrofílicos 
compreende a oxidação da GSH em glutationa dissulfeto (GSSG). As concentrações 
de GSH são restauradas através da reação catalisada pela glutationa redutase (GR) 
dependente de NADPH (Fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo), (SANTOS-
SILVA, et al., 2006). Alterações no status de GSH mitocondrial são associadas com 
ativação de vias de sinalização e expressão de genes que regulam a apoptose 
L-γ-glutamil 
L-cisteinil 
      glicina 
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(RICHTER et al., 1996; ZAMZAMI et al., 1996; KLUCK et al., 1997; MARCHETTI et 
al., 1997; YANG et al., 1997; DAVIS et al., 2001), o crescimento e a diferenciação 
celular (HAMMOND et al., 2001; FILOMENI et al., 2002). 
O conteúdo de GSH nas células tumorais é relevante nos mecanismos de 
regulação mutagênica, na síntese do DNA, no crescimento e para a resistência a 
múltiplas drogas (MDR). Nos tumores malignos, a resistência está associada, na 
maioria dos casos, com altas concentrações de GSH no interior das células 
tumorais. Desta maneira, tentativas de tratamento para o câncer baseado na 
modulação de GSH deveriam controlar possíveis mudanças no crescimento, 
associadas a GSH e sua síntese nestas células. Apesar do potencial benéfico da 
estratégia de depleção seletiva de GSH na terapia do câncer, esta abordagem em 
tratamentos ainda permanece indefinida (ESTRELA et al., 2006). 
Vários mecanismos têm sido descritos como mediadores da resistência a 
fármacos quimioterápicos: a) aqueles que aumentam a taxa de efluxo do fármaco 
pela célula, reduzindo a interação do fármaco com seu alvo, e os exemplos são a 
glicoproteína-P e proteínas associadas à resistência a múltiplas drogas (MRPs); b) 
diminuição da sensibilidade aos fármacos pelo aumento do alvo, superando a dose 
do fármaco, ou pela mutação do alvo, tornado deste modo o fármaco inefetivo; c) 
aumento dos mecanismos de reparo de DNA e d) processos de detoxificação que 
protegem a célula contra o dano. Este último mecanismo pode ser mediado pelo 
sistema de detoxificação glutationa/glutationa-S-transferase (GSH/GST). A 
conjugação da GSH com o composto, espontaneamente, ou catalisada pela GST, 
confere ao composto menos toxicidade contra os alvos celulares, tornando-o mais 





Os flavonóides constituem um grupo de pigmentos vegetais de ampla 
distribuição na natureza. São biossintetizados a partir da via dos fenilpropanóides e 
estão presentes em relativa abundância entre os metabólitos secundários. Mais de 
4200 flavonóides são conhecidos, os quais são agrupados em diferentes classes de 
acordo com suas características químicas e biossintéticas (ZUANAZZI, 2000). Sua 
presença nos vegetais parece estar ligada com funções de defesa (proteção contra 
raios ultravioleta, ações antifúngicas e antibacterianas) e de atração de polinizadores 
(SANTOS, 2000). 
Além disso, estes compostos possuem importância farmacológica, que resulta 
de algumas propriedades importantes, atribuídas a representantes da classe, como 
por exemplo: anticarcinogênicas, antialérgicas, antiulcerogênicas, antivirais, entre 
outras (ZUANAZZI, 2000). Muitos estudos têm demonstrado que os flavonóides são 
potentes inibidores de enzimas-chaves, que fazem a transdução de sinais celulares. 
Eles inibem várias quinases, como a proteína C quinase (PCK), tirosina quinases ou 
lipídio quinases (AGULLO et al., 1997). Afetam várias vias metabólicas, como 
ativação de enzimas glicolíticas ou síntese de proteínas (LEE et al., 1994); 
promovem interrupção do ciclo celular nas fases G0/G1 ou G2/M, dependendo da sua 
estrutura e do modelo celular (LEPLEY et al., 1996; KANG & LIANG, 1997; LEPLEY 
& PELLING, 1997); interagem nos locais de ligação do estrogênio tipo II, regulando o 
crescimento de células mamárias (SCAMBIA et al., 1993) e induzem a apoptose em 






As chalconas são consideradas precursoras biossintéticas dos flavonóides. 
Uma característica marcante neste grupo é a de apresentar pigmentação amarela, 
que passa a vermelha em meio alcalino. Chalconas e auronas são identificadas em 
geral nas mesmas plantas, tendo um papel importante em sistemas ecológicos em 
função das cores que produzem nos vegetais. As cores estão implicadas na 
polinização como atraentes de insetos e/ou pássaros (ZUANAZZI, 2000). Ocorrem 
principalmente no pigmento de pétalas. Também são encontradas no cerne, na 
casca da árvore, nas folhas, nas frutas e nas raízes, numa variedade de árvores e 
plantas (NI et al., 2004). 
Quimicamente, apresentam dois anéis aromáticos ligados por três carbonos, 
uma carbonila e dois carbonos α-, β-insaturados (Figura 5). Uma classificação 
primária das chalconas leva em conta o número de substituintes presentes no núcleo 
B, que podem ser um, dois ou três. As chalconas de origem vegetal são sempre 
substituídas e, entre as mais comuns, localizadas no núcleo aromático, estão 




















Figura 5: Núcleo fundamental das chalconas. 
 
As chalconas são de grande interesse químico e farmacológico por 
apresentarem diversas atividades biológicas, as quais variam conforme os diferentes 
 40 
substituintes presentes nas moléculas. Vários trabalhos têm demonstrado atividades 
biológicas para chalconas isoladas de plantas ou sintetizadas. Dentre as atividades 
relatadas estão: atividade antibacteriana (DIMMOCK et al., 1999; NIELSEN et al., 
2004) e bacteriostática (inclusive contra Mycobacterium tuberculosis (PAPPANO et 
al., 1985)), atividade antiviral (ISHITSUKA et al., 1982; NINOMIYA et al., 1990; 
DIMMOCK et al., 1999), atividade antifúngica (DIMMOCK et al., 1999; 
OPLETALOVA & SEDIVY, 1999; LOPEZ et al., 2001; BOECK et al., 2005), atividade 
antimalárica (LI et al., 1995; DIMMOCK et al., 1999; RAM et al., 2000; DOMINGUEZ 
et al., 2001; LIU et al., 2001; DOMINGUEZ et al., 2005) e atividade antileishmânia 
(NIELSEN et al., 1998; DIMMOCK et al., 1999; KAYSER & KIDERLEN, 2001; 
BOECK et al., 2006). Ainda são descritos efeitos antioxidante (ANTO et al., 1995; 
DIMMOCK et al., 1999; MUKHERJEE et al., 2001), antiinflamatório (BATT et al., 
1993; SOGAWA et al., 1993; HERENCIA et al., 1998; DESHPANDE et al., 1999; 
DIMMOCK et al., 1999; HERENCIA et al., 1999; HERENCIA et al., 2002; ROJAS et 
al., 2002; KO et al., 2003; MENG et al., 2004; RANI et al., 2004; WON et al., 2005) e 
antitumoral (YAMAMOTO et al., 1991; SHIBATA, 1994; ANTO et al., 1995; 
DIMMOCK et al., 1999; XIA et al., 2000; MUKHERJEE et al., 2001; NAM et al., 2003; 
RAO et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2004; WON et al., 2005).  
Todas as chalconas com atividade antioxidante têm, no mínimo, um grupo 
fenol livre na molécula. A presença de cetonas insaturadas e grupos hidroxila 
também é considerada essencial para a atividade antioxidante (DIMMOCK et al., 
1999). Xanthohumol (HARAGUCHI et al., 1998), a principal chalcona encontrada no 
lúpulo e na cerveja, mostrou ser um antioxidante mais efetivo na inibição da 
oxidação de lipoproteína de baixa densidade (LDL) do que o α-tocoferol (MIRANDA 
et al., 2000). LEBEAU et al. (2000) demonstraram que uma chalcona sintética teve 
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melhor potência antioxidante que a vitamina E ou a quercetina, num sistema de 
oxidação da LDL induzido por íons Cu(II). 
Várias chalconas têm mostrado inibir estímulos inflamatórios e atenuar a 
inflamação. Conforme publicado por NI et al. (2004), o Instituto Statens Serum da 
Dinamarca divulgou uma patente com chalconas que inibem potencialmente a 
produção de TNF-α (citocina pró-inflamatória), em células mononucleares de sangue 
periférico humano, estimuladas por exoantígeno malárico ou por lipopolisacarídeos 
bacterianos (LPS). Os Laboratórios Nippon Hypox publicaram uma patente com uma 
série de 3,4-dihidroxichalconas como agentes antiinflamatórios. Muitos compostos 
desta série mostraram efeito inibitório sobre a ciclooxigenase (COX), (NI et al. 2004). 
O dano induzido pela inflamação crônica é uma causa bem conhecida da 
carcinogênese de colo de útero. A COX-2, enzima que converte ácido araquidônico 
a prostanóides, é conhecida por ter um papel importante na inflamação. Foi relatado 
que a chalcona isoliquiritigenina suprime o nível de COX-2, em macrófagos murinos 
RAW264.7, e inibe a proliferação celular, via indução da apoptose, em células de 
câncer de colo (TAKAHASHI et al., 2004). 
Vários trabalhos mostram atividade antitumoral das chalconas em diversos 
tipos de cânceres. Dentre eles, alguns descrevem atividade antileucêmica. DUCKI et 
al., (1998) sintetizaram uma série de chalconas substituídas e estudaram a atividade 
citotóxica contra a linhagem de células de leucemia humana K562 - a chalcona com 
mais atividade foi a (E)-3-(3‘’-Hidroxi-4’’-metoxifenil)-2-metil-1-(3’,4’,5’-trimetoxifenil)-
prop-2-en-1-one com IC50 de 0,21 nM. KOBORI et al. (1999) mostraram que a 
chalcona floretina induziu, a apoptose, células HL-60 de leucemia humana e células 
B16-4A5 de melanoma murino. Os autores sugerem que a floretina induziu células 
B16 a apoptose, pela inibição do transportador de glicose, pela indução da 
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expressão da proteína Bax e ativação de caspases. Entretanto, a indução à de 
células HL-60 a apoptose, pela floretina, utilizou vias diferentes. Os autores sugerem 
que ocorreu através da inibição da atividade da proteína C quinase. Nas células HL-
60, a floretina reduziu os níveis de caspase-3, não alterando os níveis da Bcl-2 e não 
aumentando os níveis da Bax. 
Nesse sentido, em busca de novas moléculas anticarcinogênicas, que 
ofereçam efetividade no tratamento, seletividade contra células tumorais e redução 
da intensidade e dos efeitos adversos, realizou-se, neste trabalho, um estudo sobre 




























3.1 Objetivo Geral: 
 
Estudar a sensibilidade da linhagem de células linfoblásticas leucêmicas 
L1210 aos compostos derivados do 3,4-metilenodioxibenzaldeído. 
 
 
3.2 Objetivos Específicos: 
 
1. Avaliar o efeito citotóxico dos compostos derivados do 3,4-
metilenodioxibenzaldeído (chalconas) sobre linhagem de células linfoblásticas 
leucêmicas L1210; 
 
2. Identificar a via pela qual as chalconas causam morte celular, se por apoptose 
ou por necrose; 
 
3. Relacionar as concentrações intracelulares de glutationa e a proteção celular 
contra os efeitos citotóxicos causados pelas chalconas; 
 
4. Avaliar a influência das chalconas no teor energético das células 
(concentração de ATP); 
 
5. Analisar o efeito das chalconas sobre células não tumorais VERO; 
 
6. Investigar o efeito sobre o crescimento de células progenitoras grânulo-






























O meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e o soro fetal 
bovino (SFB) foram adquiridos da Cultilab (São Paulo, Brasil). A penicilina e a 
estreptomicina foram compradas da Gibco® (Grand Island, NY). O ácido clorídrico, o 
isopropanol, o dimetil sulfóxido (DMSO) e o tris(hidroximetil)aminometano foram 
adquiridos da Merck® (Darmstat, Alemanha). O ácido etilenodiaminotetraacético 
(EDTA) foi adquirido da Reagen (Rio de Janeiro, Brasil). A proteinase K foi adquirida 
da Invitrogen® (Alemanha). O brometo de dimetiazol difeniltetrazólio (MTT), o ácido 
N-[2-Hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfônico] (HEPES), a albumina, o meio de 
cultura  Dulbecco modificado por Iscove (IMDM), a agarose, a RNase, a glutationa 
redutase (GR), o fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADPH), o ácido 
5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzóico (DTNB), e outros reagentes utilizados nos experimentos 
foram adquiridos da Sigma® (St. Louis, MO, USA). O Kit luciferin-luciferase foi 
adquirido da Bioorbit (Tuku, Finland). 
 
 
4.2 Síntese das chalconas 
 
A síntese das chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxibenzaldeído foi 
realizada no Departamento de Química da Universidade Federal de Santa Catarina 





4.2.1 Procedimento geral para a preparação das chalconas derivadas do 3,4 
metilenodioxibenzaldeído 
 
Em um balão de 100 mL e uma boca, colocou-se o 3,4-
metilenodioxibenzaldeído (1,50 g; 10 mM), a acetofenona (10 mM) e o metanol (30 
mL). Dissolveram-se os reagentes sob agitação magnética e, em seguida, adicionou-
se o KOH 50% v/v (10 mL). Deixou-se a reação sob agitação magnética, à 
temperatura ambiente, por 24h. Após este período, adicionou-se água destilada à 
reação e acidificou-se a mesma, com ácido clorídrico 10%, o que provocou a 
precipitação dos compostos. Filtrou-se em funil de Büchner, verificou-se a pureza 
por cromatografia em camada delgada (CCD) e, quando necessário, as chalconas 
foram recristalizadas em hexano e diclorometano. Para todos os compostos, foram 
realizadas análises de RMN de 1H e de 13C, espectroscopia no IV e leitura do ponto 
de fusão.  
 
4.3 Cultura de células 
 
Foram utilizadas linhagens de células leucêmicas linfoblásticas de origem 
murina (L1210) e células não tumorais, fibroblastos de rim de macaco (VERO). As 
células L1210 foram obtidas da American Type Culture Cell (ATCC) e as células 
VERO da Associação Técnico-Científica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, 
Brasil). As células foram mantidas em garrafas plásticas de cultura, contendo meio 
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 
µg/mL de estreptomicina, 10 mM HEPES, pH 7.4, em estufa umidificada, a 37oC e 
com 5% CO2. Antes da realização de todos os experimentos, o número de células 
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viáveis foi avaliado pelo método de Azul de Trypan (FRESHNEY, 1987), e a 
contagem realizada em câmara de Newbauer. 
 
 
4.3.1 Tratamento das células 
 
As chalconas sintéticas derivadas do 3,4-metilenodioxibenzaldeído foram 
dissolvidas em uma solução de DMSO 10 mM e armazenadas, à temperatura de 
4°C a 8°C. Estas soluções-estoque foram diluídas em  meio de cultura para atingir as 
concentrações de 10 a 200 µM utilizadas nos experimentos. As células foram 
incubadas em placas de 24 ou 96 poços, tratadas com os compostos e mantidas em 
estufa úmida, a 37oC, com 5% de CO2, por um período de 6h a 48h, conforme o 
procedimento experimental. As células VERO, que crescem aderidas, foram 
incubadas em placas de 96 poços e mantidas a 37oC em estufa com 5% de CO2, por 
um período de 3h, antes do tratamento com os compostos. 
Foram utilizados controles de células sem tratamento e com tratamento de 




4.4 Ensaio de viabilidade celular (teste do MTT) 
 
A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT (brometo de dimetiazol 
difeniltetrazólio), (VAN DE LOOSDRECHT et al., 1991). O MTT é um sal de 
tetrazólio de cor amarela, que é reduzido a formazan de cor azulada pela atividade 
 49 
oxidativa das células, funcionando, portanto, como um indicador da função 
mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular. Brevemente, 3 x 105 células 
L1210 e 7 x 104 células VERO foram incubadas em triplicata com os compostos, em 
placas de 96 poços. Depois de decorrido o tempo de incubação, foi retirado e 
acrescentado um novo meio de cultura e, então, o MTT (0,25µg/µL) foi adicionado, 
seguido de incubação por 3h, a 37°C. O meio de cult ura foi retirado, o precipitado 
formazan foi dissolvido com uma solução ácida de isopropanol (isopropanol com 
HCL 0,04 N) e a absorbância foi medida a 540 nm, com o uso de um leitor de 
microplacas (Organon Teknika, Belgium). A densidade óptica obtida do grupo 




4.5 Análise de apoptose pelo método de fragmentação nuclear 
 
O isolamento de fragmentos apoptóticos do DNA foi realizado seguindo o 
método de HAN (1997). As células, 1 x 106,  foram incubadas com as chalconas 
sintéticas, em placas de 24 poços, na concentração de 100 µM e mantidas por 24 
horas, a 37°C, com 5% de CO 2, em estufa umidificada. As células foram lavadas 
duas vezes com PBS gelado e após foram lisadas com tampão de lise (10 mM 
EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.25% NP-40, 0.5 mg/mL proteinase K) a 50oC, por 
2h. O DNA foi precipitado com 2,5 vol de etanol-NaCl overnight, a -25°C. Após foi 
centrifugado a 12.000g, por 30 minutos. O pellet foi lavado duas vezes com etanol 
70%, gelado, secado à temperatura ambiente, dissolvido em tampão (10 mM Tris-
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HCl pH 8.0, 0,1 mM EDTA), contendo 0,6 g/mL de RNase A e incubado a 37oC, por 
1h. 
A concentração do DNA extraído de cada amostra foi determinada 
espectrofotometricamente (SAMBROOK, J. & RUSSELL, D. W., 2001). As amostras 
foram diluídas a 1:100 em água destilada, a absorbância foi medida em 260 nm e a 
concentração de DNA calculada pela equação: Concentração DNA (mg/mL) = 
(Abs/ε) x diluição. O coeficiente de extinção (ε) foi considerado igual a 20. As bases 
nitrogenadas da dupla fita de DNA apresentam uma absorção máxima no 
comprimento de onda de 260 nm. Neste comprimento de onda, o coeficiente de 
extinção (ε 0,1%;1cm) igual a 20 indica que o DNA, em uma concentração de 1 mg/mL, 
terá uma absorbância (A260nm) igual a 20. A relação entre a concentração do DNA e 
a absorbância (A260nm) é linear até o valor de 2,0. 
A fragmentação do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 
1%, corado com 1 µL de brometo de etídio (1g/100mL). A corrrida foi realizada a 
200V, por 10 minutos, em tampão TAE (Tris - ácido acético – EDTA). Foram 
aplicados 2 µg de DNA de cada amostra. Os géis foram fotografados sob iluminação 
ultravioleta de 320nm (Hoefer-MacroVue UV-20), utilizando-se um sistema de 
fotodocumentação de géis (Doc-Print®). 
 
 
4.6 Análise de apoptose e viabilidade celular pelo método de fluorescência 
com laranja de acridina e brometo de etídio 
 
 Inicialmente, 3 x 105 células foram tratadas com as chalconas estudadas e 
mantidas por 24h, a 37°C, com 5% de CO 2, em estufa umidificada. Após o tempo de 
incubação, as células foram concentradas por centrifugação, o meio de cultura com 
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as chalconas foi descartado, o pellet celular resuspenso com PBS contendo laranja 
de acridina e brometo de etídio, nas concentrações de 10 e 5 µg/mL, 
respectivamente, seguido de incubação por um minuto, à temperatura ambiente. As 
células, então, foram observadas em microscópio de fluorescência entre lâmina e 
lamínula no aumento de 40X para contagem. Para fotografar as células foi utilizado 
o aumento de 100X. Células não-apoptóticas e apoptóticas foram contadas em 
quatro campos, até um total de 100 células. O resultado foi obtido em percentual.  
 
 
4.7 Determinação das curvas de tempo-resposta e concentração-resposta 
 
Para determinação da curva de tempo-resposta, 3 x 105 células foram 
incubadas com as chalconas na concentração de 100 µM, em estufa umidificada a 
37oC, com 5% de CO2 , por 6h, 12h, 18h e 24h. Após cada período de incubação, foi 
realizada a análise da viabilidade celular pelo método do MTT. 
Para determinação da curva de concentração-resposta, 3 x 105 células foram 
incubadas com as chalconas sintéticas em concentrações crescentes (0, 10, 25, 50, 
75, 100, 150 e 200 µM), em estufa umidificada, a 37oC, com 5% de CO2, seguido 
pelo método do MTT, após 24h. Além disso, após 48 horas, outra curva de 
concentração resposta foi realizada com incubação de 1 x 105 células, com os 
compostos em concentrações crescentes (0, 10, 20, 30 e 50 µM), em estufa 
umidificada, a 37oC, com 5% CO2, seguido do ensaio do MTT.  
A IC50, concentração que inibe 50% do crescimento celular, foi calculada em 




4.8 Determinação da concentração de glutationa total 
 
A glutationa total (GSH + GSS) foi quantificada empregando-se o método da 
glutationa redutase, proposto por TIETZE (1969). Nesse método, os grupamentos 
sulfidrilas da GSH interagem com o DTNB, originando a GSTNB (forma oxidada de 
GSH), que, na presença da glutationa redutase e de NADPH, é reduzida novamente 
à GSH. Concomitantemente à formação de GSTNB e GSH, há liberação de ácido 5-
tio-2-nitrobenzóico (TNB), um composto de coloração amarela. Sendo assim, a 
intensidade de cor produzida pelo TNB é diretamente proporcional à atividade da 
glutationa redutase sobre a GSTNB e GSH intracelular. Brevemente, 1 x 106 células 
foram tratadas com compostos na concentração de 100 µM e incubadas durante 
24h. Em seguida, foram lavadas três vezes com PBS, resuspensas em 100 µL de 
EDTA 1 mM e submetidas a ultra-som por 10 segundos. Vinte µL de cada 
homogenato foram transferidos para placas de 96 poços, seguido da adição de 180 
µL da solução de reação (DTNB 75 µM; NADPH 120 µM, glutationa redutase 1 U/mL 
e EDTA 10 mM em tampão fosfato 100 mM, pH 7.4). A absorbância foi medida após 
15 minutos a 412 nm, com um leitor de microplacas (Organon Teknika). Os valores 
foram expressos em percentual em relação ao controle. 
 
 
4.9 Determinação da concentração de ATP (Luciferin – luciferase) 
 
O método luciferin/luciferase é muito utilizado na determinação da 
concentração de ATP em amostras biológicas. Foi inicialmente desenvolvido por 
STREHLER & TOTTER (1954), e adaptado por FROMME et al. (1987). O primeiro 
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passo da reação consiste na ativação da enzima luciferase pela ligação no ATP, na 
presença de MgCl2. O ATP é hidrolisado a AMP que permanece ligado à luciferin e 
ao pirofosfato (PPi). Este complexo reage subseqüentemente com O2, resultando na 
emissão de um feixe de luz (hv), na liberação de AMP, CO2 e oxiluciferin (DELUCA, 
1976). A quantidade de luz emitida é naturalmente proporcional à quantidade inicial 
de ATP existente no meio de reação, o qual foi medido da seguinte forma: Em uma 
cubeta de plástico adicionou-se o tampão luciferin/luciferase. Em seguida adicionou-
se, ao tampão, a solução contendo luciferin/luciferase, misturou-se cuidadosamente. 
A cubeta foi colocada no luminômetro para a medida do sinal de fundo, o qual foi 
medido através de um registrador previamente calibrado. Tendo o sinal de fundo 
registrado, a amostra foi adicionada e então foi realizada uma segunda leitura, na 
qual o sinal da amostra foi adicionado ao sinal do fundo e registrado. A terceira 
adição foi da solução padrão de ATP, com concentração conhecida, que foi 
registrada e somada às leituras anteriores. A concentração de ATP foi calculada com 
a utilização de um programa de computador LUMI (FROMME et al., 1987). 
 
 
4.10 Ensaio de células progenitoras grânulo-monocíticas (Ensaio GM-CFC) 
 
O ensaio GM-CFC foi realizado no Laboratório de Citologia Clínica do 
Departamento de Análises Clínicas da Universidade Federal de Santa Catarina 
(UFSC) e coordenado pela Prof.ª Cidônia de Lourdes Vituri. O procedimento foi 
realizado de acordo com o método descrito por TESTA & MOLINEUS (1993), 
modificado e validado pela European Centre for the Validation of Alternative Methods 
(ECVAM), em 1995 (BALLS et al., 1995). A cultura em meio semi-sólido foi 
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constituída de duas camadas distintas: camada base e camada de células (Tabela 
1). 





Camada de Células 
(%) 
IMDM com 1 % albumina bovina  40% 20% 
SFB  20% 30% 
rmGM-CSF (100ng/mL) - 10% 
Suspensão celular (106/mL) - 10% 
Ágar 1,25%  40%  30% 
 
IMDM: Meio Dulbecco modificado por Iscove 
SFB: Soro fetal bovino 
rmGM-CSF: Fator estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos (rm – recombinate) 
 
A camada base foi preparada contendo 40% de meio IMDM duas vezes 
concentrado, 20% de soro fetal bovino e 40% de ágar, a 1,25%. Com auxílio de uma 
pipeta tipo Pasteur, a mistura foi rapidamente homogeneizada e distribuída em 
placas de Petri de 35 mm de diâmetro, em volume de 1 mL, conferindo uma 
concentração final de 0,5% de ágar. As placas foram mantidas a 4°C, por 10 
minutos, para consolidar o gel. 
A camada de células foi preparada contendo IMDM, acrescido de 1% de 
albumina bovina duas vezes concentrada, 30% de soro fetal bovino, 10% de rmGM-
CSF (fator estimulante de colônia de granulócito-macrófago), em concentração de 
100 ng/mL, e 10% de uma solução contendo 106 células/mL de células 
hematopoiéticas nucleadas, retiradas da medula óssea do fêmur de camundongos. 
Acrescentou-se ágar a 1,25% na camada de células, para se chegar à concentração 
final de 0,38%. Após a mistura ser rapidamente homogeneizada, alíquotas de 105 
células/placa foram semeadas em triplicata, nas placas de Petri, sobre a camada 
base previamente consolidada. As placas foram mantidas a 4°C, por 5 minutos, para 
consolidar o gel e incubadas a 36,8°C em atmosfera contendo 5% de CO2, durante 
sete dias. Após fixação em vapor de formol 10%, overnight, o número de colônias foi 
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avaliado através de contagem em microscópio invertido. Para identificação das 
células presentes nas colônias, o meio semi-sólido foi removido das placas de Petri 
em banho de água gelada e transferido para lâminas de microscopia, as quais foram 
secas à temperatura ambiente. Posteriormente foram fixadas, sob imersão, em 
corante May-Grünwald por três minutos e lavadas em água corrente. As lâminas 
foram, então, imersas em corante Giemsa diluído 1:20 em tampão de Sorensen pH 
6,8, por 15 minutos. Depois de lavadas em água corrente, as lâminas foram secas à 




4.11 Análise estatística 
 
Os resultados foram expressos como a média ± erro-padrão da média (EPM). 
Cada experimento foi repetido pelo menos três vezes. Para a análise estatística, foi 
utilizada a análise de variância de uma via (ANOVA), seguida do teste t de 
Bonferroni. Para comparação da viabilidade celular entre as linhagens L1210 e 









4.12 Desenho experimental 
 
Foi estudado o efeito citotóxico de todos compostos, por meio do ensaio de 
viabilidade celular (Teste do MTT). Os compostos que apresentaram citotoxicidade 
estatisticamente significativa foram avaliados quanto à forma de morte celular, pela 
técnica de fragmentação nuclear e pela técnica de fluorescência com laranja de 
acridina e brometo de etídio. Para os compostos que induziram à morte celular por 
apoptose, foi avaliada a possibilidade da indução de depleção de glutationa e de 
ATP intracelulares. A toxicidade em células não tumorais (linhagem VERO) e a 
inibição do crescimento de células progenitoras grânulo-monocíticas da medula 








         






















Efeito sobre células leucêmicas L1210 
 
 
Citotóxicas Não Citotóxicas * (* foram desconsideradas) 
Avaliação da morte celular 
(morfologia celular e fragmentação do DNA) 
Necrose* 
(*nenhum dos compostos estudados 




Efeito sobre o crescimento de 




Concentração de ATP 
Tempo e Concentração 
resposta (IC50) 
 


































 O mecanismo de ação na formação das chalconas foi o da condensação 
aldólica, seguida de desidratação básica (Figuras 7 e 8). Primeiramente, ocorreu a 
etapa de deprotonação, em que a base removeu um hidrogênio alfa ácido da 
molécula de cetona, para formar o íon enolato, estabilizado por ressonância. Através 
de ataque nucleofílico, o íon enolato atacou uma molécula de aldeído (na posição 
alfa ao grupo carbonila eletrofílico), formando um íon alcóxido (intermediário 
tetraédrico). A protonação do íon alcóxido gerou o produto de condensação e 
regenerou o catalisador básico (Figura 7). 
 
 
Figura 7: Etapas de deprotonação e ataque nucleofílico para formação do produto de 
condensação. 
Fonte: CHIARADIA, 2006. 
 
 
A formação da enona conjugada ocorreu por desidratação, que pode ser 
catalisada por base ou por ácido. Neste caso, em condições básicas, um hidrogênio 
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ácido foi abstraído da posição alfa para resultar em um íon enolato, que eliminou o 
grupo de saída –OH, formando a chalcona (Figura 8). Em condições ácidas, seria 
formado o enol, o grupo –OH seria protonado e a água, eliminada. 
 
 
Figura 8: Etapa de desidratação para obtenção da chalcona. 
Fonte: CHIARADIA, 2006. 
 
 
Foram sintetizadas dez chalconas a partir da condensação aldólica entre o 
3,4-metilenodioxibenzaldeído (1) e diferentes acetofenonas, utilizando hidróxido de 
potássio como base e metanol como solvente, à temperatura ambiente por 24h, 
como apresentado na figura 9. Oito compostos já foram descritos na literatura (2, 3, 
4, 5, 6, 8, 9, 11), (ARIYAN & SUSCHITZKY, 1961; SCHWARTZ et al., 1977; 
WATTANASIN & MURPHY, 1980; LI et al., 2002; PATHAK et al., 2003; POTTER & 









































Figura 9: Síntese de chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxibenzaldeído (1).  
a) KOH 50% v/v, metanol, t.a., 24 h (*novos compostos). 
 
 
5.2 Determinação da atividade citotóxica através da viabilidade celular 
 
A síntese de chalconas para atividade citotóxica parece ser um campo pouco 
explorado, ainda. Os mecanismos de toxicidade contra várias linhagens celulares 
tumorais humanas ainda é obscuro. Neste sentido, a identificação de novos 
análogos de chalconas pode ser importante para continuar o desenvolvimento desta 
classe de compostos como agentes antitumorais.  
Foi realizado um estudo com todas as chalconas sintetizadas (Figura 9), nas 
concentrações 1, 10 e 100 µM, para investigar a sensibilidade das células L1210. 
Verificou-se que as concentrações de 1 e 10 µM não apresentaram efeito sobre a 
viabilidade celular (dados não mostrados). Portanto, a concentração de 100 µM foi 
escolhida para realizar uma triagem das chalconas que viessem apresentar atividade 
citotóxica. 
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Os resultados de viabilidade celular dos controles, ou seja, células 
submetidas ao tratamento de DMSO nas mesmas concentrações utilizadas para 
dissolver os compostos não mostraram diferença significativa comparando-se com 
os resultados obtidos com as células sem tratamento (dados não mostrados). Por 
conseguinte, em todos os gráficos estão representados somente como controles.  
Os compostos que apresentaram efeito citotóxico pronunciado foram os de 
número 5, 7 e 11, diminuindo a viabilidade celular em 90,5 ± 1,2%, 87,1 ± 1,1% e 
86,3 ± 2,2%, respectivamente, pelo teste do MTT. A chalcona 2 reduziu a viabilidade 
celular somente em 28,6 ± 2,7%, quando comparada ao controle. Entretanto, a 
morte celular foi estatisticamente significativa. As chalconas 3, 4, 6, 8 e 9 não 
mostraram efeito citotóxico significativo e a chalcona 10 não apresentou 
citotoxicidade (Figura 10). 
 
 


































































































Figura 10: Efeito citotóxico das chalconas sobre células L1210. As células foram incubadas com 
as chalconas, por 24h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade óptica do 
grupo controle (0, células sem tratamento) foi considerada como 100% de viabilidade celular. Cada 
ponto representa a média ± E.P.M. Um valor de *P<0,05 e ***P<0,001 foi considerado 
estatisticamente significativo quando comparado com o controle, usando ANOVA seguido de teste t 
de Bonferroni. Estruturas químicas das chalconas: (2), (5), (7) e (11). 
 
Os grupos Br e NO2 diminuem a densidade eletrônica no anel A, diminuindo a 
citotoxicidade. Estes grupos estão presentes nas chalconas 3, 4 e 10. NAM et al. 
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(2003) sintetizaram e testaram a toxicidade de uma série 2’,5’-dihidroxichalconas 
contra células tumorais e células endoteliais venosas umbilicais humanas (HUVEC), 
mostrando que as chalconas com substituintes, que retiram elétrons do anel B, 
apresentam potente atividade citotóxica em várias linhagens tumorais, enquanto que 
os compostos com grupos que doam elétrons para o anel foram menos potentes, de 
uma forma geral.  Já neste trabalho está sendo mostrado que modificações que 
provocam o aumento da densidade eletrônica no anel A, aparentemente, resultam 
em maior citotoxicidade dos compostos. Observamos que os grupos metóxi que 
aumentam a densidade eletrônica no anel A, e estão presentes nos compostos 5, 7 
e 11, parecem aumentar sua citotoxicidade. Entretanto, a chalcona 9, que possui 
dois grupos metóxi ligados ao anel A, não apresentou atividade citotóxica 
significativa. As chalconas 5 e 9 possuem dois grupos metóxi ligados ao anel A. No 
entanto, na chalcona 5 os grupos metóxi estão em posição para e na chalcona 9 em 
posição orto entre si. A chalcona 7 possui um grupo metóxi e um grupo hidroxila 
ligado ao anel A, em posição orto entre si, e a chalcona 11 possui três grupos metóxi 
nas posições 3’, 4’ e 5’. O resultado obtido com a chalcona 7, vem de acordo com as 
observações de DIMMOCK et al. (1998), em que a introdução de grupos hidroxila na 
estrutura das chalconas aumenta o efeito citotóxico. LEBLANC et al. (2005) 
compararam o efeito da substituição no anel A de estruturas relacionadas com 
chalconas e mostraram que os compostos contendo três grupos metóxi, geralmente, 
são mais ativos contra as linhagens celulares L1210 e B16, quando comparados 
com os compostos com dois grupos metóxi. Comparando com nossos resultados, 
com exceção da chalcona 9, os compostos com dois ou três grupos metóxi, ligados 
ao anel A (chalconas 5 e 11), apresentaram atividade citotóxica semelhante.  
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NAKATANI et al. (2005) mostraram que as toxicidades da uvaretina e da 
diuvaretina (Dihidroxichalconas C-benziladas isoladas da raiz da planta Uvaria 
acuminata) foram mais intensas do que a da isovauretina. Os autores sugerem que a 
substituição 5’ pelo grupo 2-hidroxibenzil aumentou a citotoxicidade. Nossos 
resultados sugerem que a substituição na mesma posição, pelo grupo metóxi, 
aumentou a citotoxicidade das chalconas. O grupo metóxi na posição 5’ do anel A, 
presente na chalcona 5, e na posição 3’, nas chalconas 7 e 11, estão estericamente 
na mesma posição. 
A chalcona 11, chamada por SALE et al. (2006) DMU-135, foi testada por 
estes pesquisadores, tendo sido adicionada na dieta de camundongos (0,2%). 
Nestas condições, o composto não apresentou efeitos sistêmicos. Ao contrário, 
reduziu a multiplicidade do adenoma gastrointestinal em 46 ± 18,3%, quando 
comparado com os controles.  
Vários mecanismos de ação foram propostos para a atividade antitumoral das 
chalconas, como inibição da angiogênese (NAM et al., 2003), indução do 
desacoplamento mitocontrial, colapso da membrana mitocondrial (SABZEVARI et al., 
2004) e interrupção do ciclo celular (DUCKI et al., 1998; LAWRENCE et al., 2000; 
FU et al., 2004; WON et al., 2005). As chalconas também apresentaram atividade 
antimitótica, ligando-se no sítio de ligação da colchicina à tubulina, provocando a 
inibição da polimerização da tubulina e interrupção da mitose (EDWARDS et al., 
1990; DUCKI et al., 1998). A associação de chalconas metoxiladas com atividade 
antimitótica também foi descrita na literatura, em parte pela observação de que 
inibidores conhecidos da polimerização da tubulina, como a combretastatina A e a 
colchicina, apresentam vários grupos metóxi na estrutura (EDWARDS et al., 1990; 
DUCKI et al., 1998; LAWRENCE et al., 2000; LEBLANC et al., 2005). 
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Com base na atividade citotóxica, escolhemos as chalconas 5, 7 e 11 para 
dar continuidade à pesquisa. A chalcona 2 também foi usada para comparação, já 
que possui a estrutura mais simples, sem nenhum substituinte ligado ao anel A. 
 
5.3 Análise da apoptose por fragmentação do DNA 
 
O desenvolvimento de novos compostos, para o tratamento de leucemias e 
tumores malignos, é baseado na capacidade destes compostos de inibirem a 
proliferação celular e induzirem à apoptose (HERR & DEBATIN, 2001). Na apoptose, 
em contraste com a necrose, ocorre a ativação de uma cascata de eventos, os quais 
resultam na destruição da célula, sem causar reação inflamatória (FRIEDLANDER, 
2003).  Algumas mudanças celulares que ocorrem durante a apoptose são a 
condensação da cromatina, a fragmentação nuclear (KERR et al., 1972), a clivagem 
do DNA internucleossomal e a externalização da fosfatidilserina (MARTIN & GREEN, 
1995). A degradação do DNA durante a apoptose é regulada e inicia com a 
formação de fragmentos maiores, de 300 a 50 Kilobases (Kb) (OBERHAMMER et 
al., 1993; WALKER et al., 1999). Quando a endonuclease ataca as regiões de 
ligação entre as duas fitas de DNA, ocorre a clivagem internucleossomal, que resulta 
na formação de fragmentos de 180 a 200 pares de base e seus múltiplos. Na 
eletroforese em gel de agarose, corada com brometo de etídio, estes fragmentos 
apresentam um padrão de bandas característico quando visualizados em luz UV. Em 
contraste, os eventos de clivagem do DNA na necrose são randômicos e mostram 
degradação das histonas, produzindo uma mancha difusa na eletroforese de DNA. 
Os fragmentos de DNA necrótico são maiores, e significantemente em menor 
número do que os fragmentos do DNA apoptótico (ALLEN et al., 1997). Através da 
eletroforese em gel de agarose verificamos que as chalconas 5, 7 e 11 causaram 
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fragmentação do DNA nas células leucêmicas L1210, com padrão de bandas 
característico de apoptose (Figura 11). A chalcona 2 também causa morte por 
apoptose. Entretanto, na foto, a banda C2 ficou pouco visível, provavelmente por 
conter pouco DNA fragmentado, em virtude de causar apenas 28,6 ± 2,7% de morte. 
Para análise da apoptose em gel de agarose, foi utilizada a concentração de 100 
µM, por ser a concentração que causa maior morte celular e, conseqüentemente, 
maior fragmentação do DNA. 
 
 




Figura 11: Fragmentação do DNA induzida por chalconas em células L1210. As células foram 
incubadas com os compostos na concentração de 100µM, por 24h (C - controle negativo, células sem 
tratamento; C2, C5, C7 e C11 chalconas 2, 5, 7 e 11, respectivamente). Os extratos nucleares foram 
obtidos e a fragmentação do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,0%, corado pelo 
brometo de etídio, como descrito nos materiais e métodos.   
 
5.4 Análise da apoptose e viabilidade celular por fluorescência 
 
A apoptose também foi analisada pelo método de fluorescência com laranja 
de acridina e brometo de etídio. O método consiste na ligação do laranja de acridina 
ao DNA e RNA, que cora o núcleo, mesmo quando a membrana encontra-se intacta 
ou danificada, emitindo uma coloração verde-fluorescente. O brometo de etídio liga-
se ao DNA, corando o núcleo somente se a membrana estiver danificada, emitindo 
uma coloração vermelha-fluorescente que predomina sobre o laranja de acridina. 
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Células normais apresentam uma coloração verde-brilhante uniforme do núcleo e 
coloração laranja do citoplasma (Figura 12 – Painel A), (LEITE et al., 1999). As 
células L1210 são linfoblastos murinos e apresentam pouca quantidade de 
citoplasma. Nas células apoptóticas precoces, o núcleo é corado em verde. 
Entretanto, a condensação da cromatina é visível pela forma de manchas verde-
brilhantes (Figura 12 – setas brancas painéis B, C e D). Células apoptóticas tardias 
apresentam a cromatina condensada no núcleo, com coloração laranja (Figura 12 – 
setas vermelhas painíes B e D). Células necróticas apresentam o núcleo com uma 




Figura 12: Células normais e apoptóticas coradas com laranja de acridina e brometo de etídio. 
Células L1210 foram incubadas com os compostos (50 µM) por 24h. Foram observadas ao 
microscópio de fluorescência (aumento 1000X): A - controle (células sem tratamento); B - chalcona 5; 
C - chalcona 7; D - chalcona 11. Obs.: as setas brancas nos painéis B, C e D indicam as células 
apoptóticas precoces; as setas vermelhas nos painéis B e D indicam as células apoptóticas tardias. 
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Na análise da apoptose por flurorescência foi utilizada a concentração de 50 
µM, pois a maior concentração (100 µM) causa morte celular muito acentuada, 
dificultando a visualização das células.  
Enquanto uma grande quantidade de dados indica que fármacos citotóxicos 
induzem e ativam componentes da via de apoptose, em resposta ao estresse 
celular, um grande número de questões-chave ainda está aberto e não resolvido. 
Por exemplo, o ponto de vista de que a apoptose representa o principal mecanismo 
pelo qual as células tumorais morrem pode não ser uma verdade universal 
(SCHMITT et al., 2000). Células com dano no DNA, suficiente para tornar incapaz a 
proliferação, podem morrer por causa de uma falha mitótica, a qual não é detectada 
na análise da apoptose. Elementos-chave na via de morte celular são ligados a 
outros sistemas complexos de sinalização, como resposta ao dano ao DNA e 
controle do ciclo celular (LAKIN & JACKSON, 1999; VOUSDEN, 2000). 
As análises in vitro têm demonstrado convincentemente que a desregulação 
na expressão de moléculas mediadoras da apoptose pode conferir resistência a uma 
diversidade de fármacos (KAUFMANN & EARNSHAW, 2000; ZHANG et al., 2000). 
A viabilidade celular também foi avaliada pelo método de fluorescência com 
laranja de acridina e brometo de etídio (Figura 13). Pelo método de fluorescência, 
foram analisadas as concentrações de 10, 25, 50 e 100 µM.  
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Figura 13: Viabilidade das chalconas sobre células L1210 por fluorescência. Células foram 
incubadas com as chalconas (10, 25, 50 e 100 µM) por 24h. A viabilidade celular foi analisada por 
microscopia de fluorescência. A densidade óptica do grupo controle (0, células sem tratamento) foi 
considerada como 100% de viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± E.P.M. Um valor de 
#P < 0,001 foi considerado estatisticamente significativo, quando comparado com o controle, usando 
ANOVA, seguido de teste t de Bonferroni. Estruturas químicas das chalconas: (2), (5), (7) e (11). 
 
 
5.5 Tempo resposta 
 
Foi estudado o efeito citotóxico das chalconas 5, 7 e 11 em relação ao tempo. 
A toxicidade foi analisada nos tempos de 6, 12, 18 e 24 horas, comparando-se com 
a chalcona 2, que não foi tão efetiva para causar morte nas células leucêmicas 
quanto às outras chalconas selecionadas, e é a estrutura mais simples (Figura 14). 
Em 18h de incubação, na concentração de 100 µM, as chalconas 5, 7 e 11 
começaram a induzir significativamente a morte celular. Como esperado, a chalcona 
2, em 18h, não causou efeito citotóxico significativo. Apenas o composto 7 diminuiu 
a viabilidade celular de forma significativa em 12h e os compostos 5, 7 e 11 
causaram alta citotoxicidade em 24h como mostrado nas figuras 10 e 14.  
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Figura 14: Tempo resposta da atividade das chalconas sobre células L1210. As células foram 
incubadas com os compostos (100 µM) por 6, 12, 18 e 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo 
método do MTT. A densidade óptica do grupo controle (0, células sem tratamento) foi considerada 
como 100% de viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± E.P.M. Um valor de *P < 0,05 e 
***P < 0,001 foi considerado estatisticamente significativo, quando comparado com o controle, usando 
ANOVA, seguido de teste t de Bonferroni. Estruturas químicas das chalconas: (2), (5), (7) e (11). 
 
 
 5.6 Concentração resposta 
 
A influência do aumento da concentração dos compostos na toxicidade, nos 
tempos de 24 e 48 horas de incubação, foi analisada e os resultados são mostrados 
nas figuras 15 e 16. As chalconas 2, 5, 7 e 11 causaram morte celular de forma 
concentração-dependente (Figura 15). Os valores de IC50 dos compostos 2, 5, 7 e 
11, em 24h, foram 164, 45, 63, e 64 µM, respectivamente. A chalcona 5 apresentou 
o menor valor de IC50, em 24h, e a chalcona 2 o valor mais elevado. 
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 C2 = IC50= 164 µM
 C5 = IC50= 45 µM
 C7 = IC50= 63 µM















































































Figura 15: Concentração resposta da atividade das chalconas sobre células L1210 em 24h. 
Células, 3 x 106, células foram incubadas com as chalconas (10 µM - 200 µM).  A viabilidade celular 
foi avaliada pelo método do MTT. A densidade óptica do grupo controle (0, células sem tratamento) 
foi considerada como 100% de viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± E.P.M. Um valor 
de *P < 0,05, **P < 0,01 e #P < 0,001 foi considerado estatisticamente significativo, quando 
comparado com o controle, usando ANOVA, seguido de teste t de Bonferroni. 
 
Em 48h de incubação (Figura 16), concentrações menores foram utilizadas, 
considerando que o tempo de exposição das células aos compostos foi maior. As 
chalconas 5, 7 e 11 mostraram valores de IC50 de 22, 38 e 37 µM, respectivamente. 
Não foi possível determinar a IC50 da chalcona 2, em 48h, pois esta chalcona 
apresentou pouca citotoxicidade e a concentração máxima testada nesta condição 
foi de 50 µM. Os compostos 5, 7 e 11 diminuíram aproximadamente à metade o 
valor da IC50, quando analisados em 48h.  
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Figura 16: Concentração resposta da atividade das chalconas sobre células L1210 em 48h. As 
células, 1 x 106, foram incubadas com as chalconas (10, 20, 30 e 50 µM). A viabilidade celular foi 
avaliada pelo método do MTT. A densidade óptica do grupo controle (0, células sem tratamento) foi 
considerada como 100% de viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± E.P.M. Um valor de 
**P < 0,01 e #P < 0,001 foi considerado estatisticamente significativo, quando comparado com o 
controle, usando ANOVA, seguido de teste t de Bonferroni. 
 
Abaixo, na tabela 2, encontra-se a comparação da viabilidade celular 
realizada em concentração resposta pelos métodos do MTT e fluorescência. 
Ocorreram variações entre os dois métodos. No entanto, estas variações não 
alteraram o comportamento dos compostos. Em ambos os métodos, a morte celular 
ocorreu de maneira concentração-dependente.  
Tabela 2: Comparação da viabilidade celular pelos métodos de microscopia de 
fluorescência (MF) com laranja de acridina e brometo de etídio e teste do MTT.  
 

















0 100 100 100 100 100 100 100 100 
10 97 98 96 87 97 90 97 101 
25 90 96 78 83 93 93 85 92 
50 90 93 17 36 91 70 75 66 
100 86 71 7 9 3 12 6 13 
* Células L1210 foram incubadas com as chalconas por 24h. 
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5.7 Concentração de glutationa  
 
A glutationa (GSH) é um importante antioxidante e o mais abundante tiol não 
protéico intracelular, presente na faixa de concentração milimolar, na maioria das 
células aeróbicas (SIES, 1999; NORDBERG & ARNER, 2001). A GSH, associada à 
glutationa S-transferase (GST), representa a maior via de detoxificação do 
metabolismo de xenobióticos e produtos endógenos do estresse oxidativo, a qual 
tem sido extensivamente estudada pelo seu papel em metabolizar agentes 
antitumorais (O'BRIEN et al., 1999). 
SABZEVARI et al. (2004) investigaram o mecanismo de citotoxicidade da 
floretina, isoliquiritigenina e outras chalconas hidroxiladas sobre hepatócitos isolados 
de rato. Todas as chalconas estudadas causaram citotoxidade nos hepatócitos. A 
mais citototóxica foi a 2’-hidroxichalcona com LD50 de 115 ± 13 µM (concentração 
das chalconas para causar 50% de citotoxicidade após 2 horas de incubação, a 
37°C) e a floretina foi a chalcona com maior LD 50 sendo igual a 400 ± 35 µM. Todas 
as chalconas depletaram GSH dos hepatócitos, algumas por oxidação da GSH em 
GSSG, outras provavelmente pela formação de um conjugado com a GSH. 
Nossos resultados mostraram que a chalcona 2 não apresentou depleção da 
concentração de GSH total (Figura 17 –A). As chalconas 5, 7 e 11 causaram 
depleção da GSH total, entretanto, praticamente nas mesmas concentrações em que 
ocorreu significativa morte celular (Figura 17). A chalcona 5 apresentou depleção de 
GSH total de maneira concentração dependente igual à morte celular (Figura 17 – 
B). A chalcona 7 apresentou maior depleção de GSH total que morte celular na 
concentração de 100 µM, nas concentrações de 50 e 75 µM a morte induzida nas 
células L1210 foi mais significativa do que a depleção de GSH (Figura 17 – C). 
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Figura 17: Comparação entre o efeito das chalconas sobre a concentração de GSH total e a 
viabilidade em células L1210. Os compostos (25, 50, 75 e 100 µM) foram adicionados às células e 
incubados, por 24h. As células foram lisadas e a concentração de GSH foi quantificada pelo método 
de Tietze (1969). A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. O controle (0, células sem 
tratamento) apresentou 598 nM de GSH total e foi considerado como 100% da concentração de GSH 
total (GSH+GSSG) e 100% de viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± E.P.M. Um valor 
de #P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.  
 
Com a chalcona 11, nas concentrações de 75 e 100µM, a depleção de 
glutationa foi significativa e maior do que a indução à morte celular (Figura 17 – D). 
Estes resultados sugerem que as chalconas 5 e 7 não exercem seu efeito via 
depleção de GSH, entretanto, mais estudos serão necessários para comprovar o 
não envolvimento da glutationa no mecanismo de morte celular causado pelas 
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chalconas, que poderia ocorrer tanto por consumo da glutationa reduzida quanto por 
conjugação da GSH com estes compostos. 
 
 
5.8 Concentração de ATP 
 
As mitocôndrias possuem um duplo papel, atuando tanto no metabolismo 
energético quanto na morte celular (REGULA et al., 2003). Diversos compostos 
podem afetar a bioenergética mitocondrial, o que significa um grande risco para a 
sobrevivência celular. Estas substâncias podem provocar alterações na 
permeabilidade da membrana mitocondrial interna e/ou na velocidade do transporte 
de elétrons, através da cadeia respiratória. Os compostos conhecidos como 
desacopladores promovem o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial 
interna a prótons. Desta forma, ocorre à transferência de elétrons, mas não há 
formação do potencial eletroquímico de prótons e, conseqüentemente, não ocorre 
síntese de ATP. Entre os compostos que agem como desacopladores estão alguns 
antiinflamatórios com grupos ionizáveis, incluindo os agentes não esteroidais: 
diclofenaco, piroxicam, meloxicam, aspirina, indometacina e nimesulida (MAHMUD 
et al., 1996). A ação desacopladora destes compostos foi observada em 
mitocôndrias isoladas e em fígado de rato perfundido, em concentrações que 
correspondem às doses utilizadas na terapêutica (PETRESCU & TARBA, 1997; 
MORENO-SANCHEZ et al., 1999). Outros compostos, que também tiveram seus 
efeitos desacopladores demonstrados, incluem alguns fármacos antitumorais, 
antipsicóticos, antidepressivos, antimicóticos, antihelmínticos, além de herbicidas e 
inseticidas (WALLACE & STARKOV, 2000). 
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Figura 18: Efeito das chalconas sobre a concentração de ATP em células L1210. Os compostos 
(10, 25, 50 e 100 µM) foram adicionados às células e incubados, por 24h. As células foram lisadas e 
a concentração de ATP foi quantificada pelo método luciferin-luciferase conforme descrito em 
Materiais e Métodos. O controle (0, células sem tratamento), contendo 70 ± 1,2 µM de ATP foi 
considerado como 100% da concentração de ATP. Cada ponto representa a média ± E.P.M. Um valor 
de *P < 0,05, **P < 0,01 e #P < 0,001 foi considerado estatisticamente significativo, usando ANOVA, 
seguida de teste t de Bonferroni. Estruturas químicas das chalconas: (2), (5), (7) e (11). 
 
Nossos resultados demonstraram que as chalconas 2, 5, 7 e 11 depletaram 
ATP de maneira concentração-dependente, ou seja, quanto maior a concentração 
do composto, maior foi a depleção intracelular de ATP. Até mesmo a chalcona 2, 
que causou pouca morte celular nas células L1210, depletou o ATP de maneira 
significativa. A chalcona 5 apresentou depleção significativa a partir da concentração 
de 10 µM, a chalcona 7 depletou ATP de forma significativa nas concentrações de 
50 e 100 µM e a chalcona 11 apresentou depleção significativa a partir da 
concentração de 25 µM. (Figura 18) 
As chalconas hidroxiladas estudadas por Sabzevari et al. (2004) causaram 
um desacoplamento na fosforilação oxidativa mitocondrial, ou seja, um colapso no 
potencial de membrana mitocondrial e aumentaram o consumo de oxigênio. Além 
disso, substratos da via glicolítica ou do ciclo do ácido cítrico (como sorbitol, xilitol, 
frutose e piruvato) preveniram a citotoxicidade e o colapso no potencial de 
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membrana mitocondrial. O mais alto pka das chalconas foi o mais efetivo para 
causar colapso no potencial de membrana mitocondrial, o que sugere que a 
atividade citotóxica destas chalconas está, provavelmente, relacionada à habilidade 
de causar desacoplamento na mitocôndria. 
Nossos resultados mostraram depleção de ATP, sugerindo que as chalconas 
podem estar interferindo no potencial de membrana mitocondrial, diminuindo a 
respiração celular e prejudicando a síntese de ATP. 
 
 
5.9 Citotoxicidade em células normais e células progenitoras grânulo-
monocíticas 
 
Estudamos os efeitos das chalconas numa linhagem de células não tumorais 
(VERO). Na figura 19, é possível observar a toxicidade dos compostos 2, 5, 7 e 11 
sobre estas células. A quantidade de morte celular foi 25,1 ± 4,0%, 35,5 ± 2,1%, 41,7 
± 1,7% e 47,8 ± 2,5%, respectivamente, quando comparadas ao controle (100% de 
células viáveis). Comparando as figuras 10 e 19 é possível observar que a 
viabilidade nas células não tumorais VERO foi maior do que nas células leucêmicas 
L1210.  
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Figura 19: Efeito citotóxico das chalconas sobre células VERO (células não tumorais). As 
células foram incubadas com as chalconas por 24h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do 
MTT. A densidade óptica do grupo controle (0, células sem tratamento) foi considerada como 100% 
de viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± E.P.M. de pelo menos três experimentos 
idênticos. Um valor de #P < 0,001 foi considerado estatisticamente significativo, quando comparado 
com o controle, usando ANOVA, seguido de teste t de Bonferroni. Estrutura química das chalconas: 
(2), (5), (7) e (11). 
 
 
Na tabela 3, foi comparada a viabilidade celular dos compostos 5, 7 e 11 entre 
as duas linhagens celulares. O valor de P foi extremamente significante, mostrando 
que a morte induzida pelas chalconas foi mais evidente nas células tumorais. 
 





(Células viáveis  
em relação ao controle) 
VERO 
(Células viáveis  
em relação ao controle) 
 
P 
5 9,5 ± 1,2% 64,5 ± 2,1% < 0.0001 
7 12,9 ± 1,1% 58,3 ± 1,7% < 0.0001 
11 13,7 ± 2,2% 52,2 ± 2,5% = 0.0002 
 
* As células foram incubadas com os compostos (100µM), por 24h. A viabilidade celular foi analisada 
pelo método do MTT. O controle foi considerado 100% de células viáveis para as células L1210 e 
VERO. O valor de P foi determinado pelo teste t Student. 
 
A toxicidade dos fármacos antineoplásicos para as células progenitoras 
normais da medula óssea é um dos obstáculos encontrados na maioria das terapias 
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antitumorais. O ensaio de formação de colônias é empregado para investigar 
reações adversas, causadas por xenobióticos na formação de células sangüíneas. 
Células-tronco hematopoiéticas, também chamadas de unidades formadoras de 
colônias (CFU), originam progenitores comprometidos a diferenciarem-se em 
diferentes linhagens de células sangüíneas maduras, dependendo dos fatores de 
crescimento e citocinas presentes no microambiente. Neste sentido, para investigar 
a toxicidade das chalconas 5, 7 e 11, foi realizado o ensaio com células formadoras 
de colônias grânulo-monocíticas (Ensaio GM-CFC). Neste ensaio foram utilizadas 
células de medula óssea murina, que foram tratadas com as chalconas nas 
concentrações descritas na tabela 4. As concentrações utilizadas no tratamento 
foram baseadas no valor de IC50, em 24 horas; foi utilizada uma concentração menor 
que a IC50 e outra sendo aproximadamente o valor da IC50 (IC50 em 24h: chalcona 5 = 
45 µM, chalcona 7 = 63 µM e chalcona 11 = 64 µM).   
 
Tabela 4: Ensaio de células progenitoras grânulo-monocíticas (Ensaio GM-CFC) 
 
Composto Inibição do crescimento de colônias 
Chalcona 5 - 20 µM 100%  
Chalcona 5 - 50 µM 100%  
Chalcona 7 - 30 µM 9,90% ± 0,6% 
Chalcona 7 - 60 µM 28,5% ± 1,3% 
Chalcona 11 - 30 µM 100%  
Chalcona 11 - 60 µM 100%  
 
As chalconas 5 e 11 inibiram totalmente o crescimento de colônias, nas duas 
concentrações testadas, sendo altamente citotóxicas para células da medula óssea 
progenitoras de granulócitos e macrófagos. Somente a chalcona 7 permitiu o 
crescimento de colônias a partir das células progenitoras hematopoiéticas. Este 
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resultado mostra que a chalcona 7 é a menos citotóxica para células normais da 
medula óssea, permitindo o crescimento de granulócitos e macrófagos. 
Após a quimioterapia, a medula óssea precisa se restabelecer, sendo que 
antineoplásicos que sejam menos tóxicos para células normais da medula óssea 
















































As chalconas compõem ou fazem parte de uma classe de estruturas naturais 
ou sintéticas de grande interesse, devido às suas várias propriedades biológicas. 
Uma área de grande interesse, evidenciada na literatura, é seu potencial como 
agente antitumoral. 
A presente pesquisa, nas condições que foi desenvolvida, permite as 
seguintes conclusões: 
 Dos dez compostos testados, as chalconas 5, 7 e 11 mostraram efeito 
citotóxico pronunciado sobre as células L1210 e foram escolhidas para dar 
continuidade à investigação; 
 Os substituintes no anel A destas chalconas têm papel fundamental para a 
toxicidade. O efeito dos substituintes na toxicidade é evidenciado pela comparação 
com a chalcona 2, que não tem substituintes ligados ao anel A e apresentou menor 
citotoxicidade; 
 A morte celular, induzida pelos compostos 5, 7 e 11, ocorreu por apoptose; 
 Em 18h de incubação, estas chalconas começaram a induzir, 
significativamente, a morte celular; 
 Os compostos 2, 5, 7 e 11 demonstraram causar a morte celular de forma 
concentração-dependente; 
 A chalcona 5 apresentou o menor valor de IC50, em 24 horas, e a chalcona 2, 
o valor mais elevado; 
 A chalcona 7 parece não exercer seu efeito via 
depleção de glutationa, entretanto, os resultados não são conclusivos e este efeito 
terá que ser mais estudado; 
 Os compostos depletaram ATP de maneira concentração-dependente. A 
depleção de ATP foi maior que a morte celular e ocorreu até nas menores 
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concentrações testadas, sugerindo que as chalconas podem estar interferindo no 
potencial de membrana mitocondrial, diminuindo a respiração celular e, 
conseqüentemente, prejudicando a síntese de ATP; 
 A toxicidade das chalconas estudadas foi significativamente melhor nas 
células leucêmicas L1210, do que nas células não tumorais VERO; 
 A chalcona 7 não inibiu o crescimento de granulócitos e macrófagos a partir 
das células progenitoras normais da medula óssea. Este resultado nos mostra que o 
composto 7 é o menos tóxico para células da medula óssea, sendo um composto 














































































A depleção de GSH e de ATP é um indicativo de que as chalconas provocam 
um estresse oxidativo celular. Não conhecemos, nas células L1210, o mecanismo do 
estímulo inicial, que resulta na morte celular por apoptose. Duas hipóteses podem 
ser levantadas: uma seria por meio de dano direto ao DNA, proteínas ou lipídios de 
membrana e a outra seria pela interferência no ciclo celular pela ligação à tubulina. 
Realizamos ensaios em modelos de membrana lipídica (lipossomos e 
microssomos de fígado de rato), com altas concentrações de chalconas, e estas não 
causaram peroxidação lipídica nestas estruturas. Na célula, a peroxidação lipídica 
poderia ocorrer através de metabólitos secundários das chalconas. Entretanto, pela 
técnica colorimétrica disponível no laboratório, este processo não foi detectado, 
provavelmente pela baixa sensibilidade da metodologia em detectar pequenas 
concentrações dos marcadores da peroxidação lipídica, como esperado para células 
em cultura. 
A continuidade da pesquisa para elucidar o mecanismo que a chalcona 7  
utiliza para desencadear a apoptose e o desenvolvimento de testes in vivo estão 
sendo considerados, uma vez que este composto apresentou baixa toxicidade às 
células não tumorais e às células progenitoras de medula óssea. 
Os tratamentos antineoplásicos existentes são altamente tóxicos e 
freqüentemente não específicos. Adicionalmente, a resistência das células tumorais 
aos fármacos é uma grande barreira aos tratamentos. A pesquisa e o 
desenvolvimento de novos compostos, que ultrapassem a barreira da resistência, 
sejam mais específicos para células tumorais, menos tóxicos e apresentem menos 
efeitos indesejáveis, pode contribuir para a efetividade dos tratamentos, para a 
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Chalcones are essential intermediate compounds in the flavonoids biosynthesis, and 
they are easily found in arboreal or smaller plants. Many works have been demonstrated anti-
inflammatory,1-12 antinociceptive,13 antioxidant1,14,15 and antitumoral1,2,15-20 activities for 
several chalcones, besides others pharmacological effects. Changes in chalcones molecules 
can result in different biological activities; rings bounded-group alterations can affect the 
pharmacological activities.  
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Nakatami et al. (2005) showed C-benzylated dihydrochalcones isolated from roots of 
Uvaria acuminata induced apoptosis in HL-60 cells.21 Kobori et al. (1999) described that 
dihydrochalcone phloretin induced apoptosis of B16 mouse melanoma 4A5 and HL-60 human 
leukemia cell lines.22 LeBlanc et al. (2005) synthesized twenty-six epoxide and corresponding 
pyrazole derivatives structurally related chalcones and tested for in vitro citotoxicity against 
two murine cancer cell lines, B16 melanoma and L1210 leukemia, due to their planar 
conformations the pyrazoles were typically less active than the corresponding chalcones, 
which adopt angular conformations.23 
The 3,4-methylenedioxybenzaldehyde (piperonal or 1,3-benzodyoxol-5-
carboxaldehyde) is an aldehyde derivative from safrole (Figure 1)24,25,26 a recent example of 
natural active substance used as raw-material of hits for leads of new drugs. The safrole is one 
of the most abundant chemical components of Brazilian volatile oils, being 80% of the Ocotea 
sp. oil composition;25,26 other natural sources include the Amazonian plants Piper 
hispidenervium e P. callosum, have in their composition 98% and 64% of safrole, 
respectively,27 and also the Panamanian specie P. auritum, whose oils are composed of 70% 
safrole.28 In Medicinal Chemistry, the presence of the 1,3-benzodyoxolic subunit uphold to 
the compound as a double hydrogen acceptor, useful in the interaction with bioreceptors, 





Figure 1: Safrole structure. 
 
 Chalcones derived from 3,4-methylenedioxybenzaldehyde, showed high 
citotoxicity in cells MDA-468 (advanced breast cancer cell line) in comparison with low 
toxicity in MCF-10A (normal breast cell line).29  
 Thus, the objective of this work was to study the toxicity of ten synthetic 
chalcones chemically derived from 3,4- (metilenodioxibenzaldeide) in murine lymphoblastic 
leukemia cells L1210. The objective is based on the fact that tumor cells develop resistance to 
antineoplastic drugs, and multidrug resistance is one the major causes of chemotherapy 
failures by human malignances.30,31 New drugs with increased efficacy and less adverse 
effects are necessary. 
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2. Results and discussion 
2.1. Synthesis 
 
Ten synthetic chalcones derived from 3,4-methylenedioxybenzaldehyde (1) was 
prepared as presented in Figure 2. This method provided the attainment of compounds 





































Figure 2: Synthesis of chalcones derived from 3,4-methylenedioxybenzaldehyde (1). a) KOH 
50% v/v, methanol, r.t., 24h (* new compound). 
 
The compounds 3 and 9 presented experimental melting points different of those 
related in the literature, however, all the spectroscopic data, including the elementary analysis, 
confirmed the proposed structures for these two chalcones. The compounds 7 and 10 were not 
published yet, and their structures showed in this work were confirmed by chemical 
identification data. 1H NMR spectra revealed that all the structures were geometrically pure 
and configured E (JHα-Hβ = 15,2-16 Hz).  
 
2.2. Biological Assays 
The Figure 3 shows the toxicity of chalcones for L1210 cells. In this figure is possible 
to observe that 100 µM of the compounds 5, 7 e 11 strongly reduced the cells viability in 90.5 
± 1.2%, 87.1 ± 1.1% and 86.3 ± 2.2%, respectively, when compared with the control (non 
treated cells).  
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The chalcone 2 reduced the viable cells only in 28.6 ± 2.7% when compared with the 
control, however, this compound was used to compare with others synthetic chalcones since it 
has a simple structure, and presents any group bound at A-ring. Chalcones 3, 4, 6, 8 and 9 did 
not show effective citotoxicity as well, they reduced the viable cells similarly to chalcone 2, 
while chalcone 10 was not citotoxicy et all (Figure 3). 




















Figure 3: Toxicity of synthetic chalcones for murine L1210 lymphoblastic leukemia cells. The 
compounds were incubated with the cells for 24h. The cell viability was monitored through MTT 
assay. Optical density of control groups (0) was taken as 100% of cell viability. The cell viability was 
checked in the beginning of experiment by Trypan Blue exclusion. Each point represents the mean ± 
S.E.M. of three identical experiments. *P < 0.05 and ***P < 0.001 compared to control groups, using 
ANOVA followed by Bonferroni's t test. 
 
 
The groups NO2 and Br that decrease the electronic density of ring-A did not improve 
the toxicity for L1210 cells, these groups are present in chalcones 3, 4 and 10. The methoxy 
groups that increase the electronic density of the A-ring, present in the compounds 5, 7, 9 and 
11, seem to increase the citotoxicity. However, chalcone 9, which have two methoxy groups 
didn’t present effectiveness in induce cell death. Chalcones 5 and 9 contain two methoxy 
groups at A-ring; nevertheless, in chalcone 5 the methoxy groups are in position para and 
chalcone 9 in position orto between its selves. Chalcone 7 have one methoxy and one 
hydroxyl groups in A-ring position orto between its selves and chalcone 11 contain three 
methoxy groups in position 3’, 4’and 5’. 
LeBlanc et al. (2005) compared the effect of a substitution in the A-ring of the 
structures related chalcones and showed that the compounds containing three methoxy groups 
were generally more active against B16 e L1210 cell lines than those containing only two 
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methoxy groups in the A-ring.23 Comparing with our results, except chalcone 9, the 
compounds with two or three methoxy groups in the A-ring (chalcones 5 and 11) showed 
similar citotoxicity. 
Nakatami et al. (2005) showed that the toxicity of uvareitin and diuvaretin was 
stronger than that of isovauretin, the authors suggested that the 5’-substitution of the 2-
hydroxybenzyl group increased the citotoxicity.21 Our results suggest that the substitution in 
the same position by methoxy group increased the citotoxicity. The methoxy group in position 
5’ in the A-ring on chalcone 5, and in position 3’ in chalcones 7 and 11 are sterically in the 
same position (Figure 4). This fact suggests that the substitution at position 5’ is important for 
activity, independent which group is binding. These two associated effects, density electronic 
increases and 5’-substitution seems to be the important to assure the citotoxicity. Besides, 
chalcones with log P between 2.6 and 2.85 showed higher cytotoxic effects, with the 
exception of chalcone 9. 
Compound 11, called by Sale, S. et al. (2006) DMU-135 (3,4-methylenedioxy-3’-4’-
5’-trimetoxy chalcone), was also tested by them, adding 0,2% in the diet mice. In this 
condition no systemic side-effects were observed, on the contrary, the modified diet reduced 
the mouse gastrointestinal adenoma multiplicity by 46 ± 18,3% compared to controls.32 
We investigated the cytotoxic effect of the compounds 5, 7 and 11 in the time-
response curve from 6 to 24 hours, comparing with compound 2 that was not effective killing 
tumor cells (Figure 3). In 18 hours of incubation at concentration of 100 µM chalcones 2, 5, 7 

































Figure 4: Time-response of the activity of chalcones on murine L1210 lymphoblastic leukemia 
cells. Cells were incubated with the compounds (100 µM) for 6h, 12h, 18h and 24h and processed for 
MTT assay. Optical density of control groups (0) was taken as 100% of cell viability. Cell viability 
was checked in the beginning of experiment by Trypan Blue exclusion. Each point represents the 
mean ± S.E.M. of three identical experiments. *P < 0.05 and ***P < 0.001 compared to control 
groups, using ANOVA followed by Bonferroni's t test.  
  
We also investigated the cytotoxic effect of the compounds 5, 7 and 11 in the 
concentration-response curve in 24 and 48 hours. In 24 hours of incubation the concentration-
response was analyzed and the IC50 value, which reduced the viable cell number by 50%, was 
determined from the eight-point concentration-response curve. The compounds 2, 5, 7 and 11 
showed a concentration-dependent cell death in 24 hours (Figure 5). The IC50 value of the 
compounds 2, 5, 7 and 11 were 164, 45, 63 e 64 µM, respectively. Compound 5 showed lower 
IC50 value in 24 hours, and compound 2 showed the higher IC50 value. In 48 hours, the 
concentration-response was analyzed and the IC50 value was determined from the five-point 
concentration-response curve, considering that the cell exposition time to the compounds was 
higher, smaller concentrations were used. The chalcones 5, 7 and 11 showed the IC50 value 
22, 38 and 37 µM, respectively. The IC50 of chalcone 2 in 48 hours was not possible to 
determined, because this compound presented very low citotoxicity and the maximum 
concentration tested in this condition was 50 µM. Chalcones 5, 7 and 11 decreased 
approximately the half of IC50 value when tested in 48 hours (Figure 6).  
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Figure 5: Concentration-response in 24 hours of chalcones 2, 5, 7 and 11 on murine 
lymphoblastic leukemia L1210 cell line. Cells, 3 x 106, were incubated with the compounds  (10 - 
200 µM) in triplicate for 24h, after that the cells were washed and processed for MTT assay. Optical 
density of control groups (0) was taken as 100% cell viability. Each bar represents the mean ± S.E.M. 
of three identical experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 and #P < 0.001 compared to control groups, using 
ANOVA followed by Bonferroni's t test.  
 


























Figure 6: Concentration-response in 48 hours of synthetic chalcones 2, 5, 7 and 11 on murine 
lymphoblastic leukemia L1210 cell line. Cells, 1.5x105, were incubated with the compounds (10 – 50 
µM) in triplicate for 48h, after that they were washed and processed for MTT assay. Optical density of 
control groups (0) was taken as 100% cell viability. Each bar represents the mean ± S.E.M. of three 
identical experiments. **P < 0.01 and #P < 0.001 compared to control groups, using ANOVA followed 
by Bonferroni's t test.  
 
In the Figure 7 it is possible to observe the toxicity of the compounds 2, 5, 7 and 11 
for VERO cells (normal cell line). The amount of cell death was 25.1 ± 4.0%, 35.5 ± 2.1%, 
41,7 ± 1,7% and 47,8 ± 2.5% respectively, when compared with the control (100% of viable 
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cells). Comparing the Figures 1 and 7 it is possible to observe that the cell viability for VERO 
cells was higher than that for L1210 cells. In table 1 we compared the cell viability of the 
chalcones 5, 7 and 11 across both cell lines. Data showed that the compounds were much 
more toxic for the tumor cell line, with P value extremely significant. 
 
 
Table 1: Comparison of the cellular viability across L1210 (leukemia cell) and VERO (normal 
cell line) cells.  
 
Chalcone  L1210  
(Viable cells, % of control) 
VERO 
(Viable cells, % of control) 
P value 
5 9.5 ± 1.2 64.5 ± 2.1 < 0.0001 
7 12.9 ± 1.1 58.3 ± 1.7 < 0.0001 
11 13.7 ± 2.2 52.2 ± 2.5 = 0.0002 
 
* Cells were incubated with compounds (100 µM) in triplicate for 24 h, after that the cells were 
washed and processed for MTT assay. Control group was taken as 100% of cell viability for L1210 
and VERO cell line. P value was determinate using Student t test. 
 
 
In summary, we have synthesized ten chalcones derived from 3,4-
methylenedioxybenzaldehyde and showed compounds 5, 7 and 11 were cytotoxic for L1210 
cells. Compound 5 showed the lower IC50 value in 24 hours and 48 hours, 45 and 22 µM, 
respectively. In addition the chalcones 7 and 10 didn’t publish until this moment.  























Figure 7: Citotoxic effect of synthetic chalcones on VERO cells (normal cell line). Compounds 
were added to cells, left for 24 h, washed and cells were processed for MTT assay. Optical density of 
control groups (0) was taken as 100% cell viability. Cell viability was checked in the beginning of 
experiment by Trypan Blue exclusion. Each point represents the mean ± S.E.M. of three identical 









The compounds were synthesized as presented in Figure 2. All reagents used were 
obtained commercially (Merck, Sigma-Aldrich). The substituted chalcones (2-11) were 
prepared by magnetic agitation of 3,4-methylenedioxybenzaldehyde (1) (1.50 g; 10 mmol), 
methanol (30 mL), KOH 50% v/v (5 mL) and the corresponding acetophenone (10 mmol), at 
room temperature for 24 hours. Was added distilled water and chloride acid 10% in the 
reaction to the total precipitation of the compounds that were obtained by vacuum filtration 
and later recrystallized in dichloromethano and hexane. The chalcones 2, 3, 4, 6, 8 and 9 were 
previously cited, respectively, for Li and col.,33 Pathak and col.,34 Ariyan and Suschitzky,35 
Casanova,36 Schwartz and col.37 and for Wattanasin e Murphy.38 The compounds 5 and 11 
were described for Potter and Butler,29 and the structures 7 and 10 were not published yet. 
 
3.2. Physico-chemical data of synthesized compounds 
The purified chalcones were obtained in yields between 40% and 88%. The structures 
were identified using melting points (m.p.), infrared spectroscopy (IR), 1H and 13C nuclear 
magnetic resonance spectroscopy (NMR), and to the unpublished, also elementary analyses. 
Melting points were determined with a Microquímica MGAPF-301 apparatus and are 
uncorrected. IR spectra were recorded with a Abb Bomen FTLA 2000 spectometer on KBr 
disks. NMR (1H and 13C NMR) were recorded on Brucker Ac-200F (200 MHz) or Varian 
Oxford AS-400 (400 MHz), using tetramethylsilane as an internal standard. Elementary 
analyses were obtained on a CHNS EA 1110. Percentages of C and H were in agreement with 
the product formula (within + 0.4% of theoretical values to C). The purity of the synthesized 
chalcones was analyzed by thin-layer chromatography (TLC) using Merck silica pre-coated 
aluminum plates 200 µm in thickness with several solvent systems of different polarities. 
Compounds were visualized with ultraviolet light (λ = 254 e 360 nm) and using sulfuric 
anisaldehyde solution followed by heat as developing agent and purified by recrystallization 
from hexane and dichloromethane. 1H NMR spectra revelated that all the structures were 
geometrically pure and configured E (JHα-Hβ = 15,2-16 Hz). The logP of the chalcones were 




Compound 2: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-PHENIL-2-PROPEN-1-ONE. 
C16H12O3, yellow light solid, m.p.: 115-117 ºC (lit. m.p.: 117 ºC)24; IV νmax/cm-1 1658, 1215 
(C=O), 1589 (C=C), 1254, 1020 (C-O), 3070, 2940, 1603, 1501, 1488, 1448, 1105, 919, 776, 
699 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 6.03 (s, 2H, -OCH2O-), 6.85 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H5), 
7.13 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H6), 7.17 (s, 1H, H2), 7.37 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hα), 7.48-7.58 (m, 
3H, H3’, H4’, H5’), 7.74 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hβ), 8.00 (d, 2H, J = 6.8 Hz, H2’, H6’). 13C 
NMR (CDCl3) δ 101.88 (-OCH2O-), 106.89 (C2), 108.91 (C5), 120.33 (C6), 125.49 (Cα), 
128.65-128,83 (C2’, C3’, C5’, C6’), 129.59 (C1), 132.88 (C4’), 138.63 (C1’), 144.92 (Cβ), 
148.65-150.16 (C3, C4), 190.63 (C=O). logP: 3.36. Yield = 66%. 
 
Compound 3: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(4’-BROMO-PHENIL)-2-
PROPEN-1-ONE. C16H11BrO3, yellow light solid, m.p.: 137-139 ºC (lit. m.p.: 111-113 
ºC)144; IV νmax/cm-1 1657, 1215 (C=O), 1593 (C=C), 1251, 1028 (C-O),  2881, 2750, 1517, 
1494, 1447, 1396, 1098, 985, 938, 799 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 6.05 (s, 2H, -OCH2O-
), 6.85 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H5), 7.12 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H6), 7.16 (s, 1H, H2), 7.30 (d, 1H, 
J = 15.6 Hz, Hα), 7.63 (d, 2H, J = 6.8 Hz, H3’, H5’), 7.74 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hβ), 7.87 (d, 
2H, J = 6.8 Hz, H2’, H6’). 13C NMR (CDCl3) δ 101.94 (-OCH2O-), 106.88 (C2), 108.94 (C5), 
119.65 (C6), 125.69 (Cα), 127.95 (C1), 129.38 (C4’), 130.77 (C2’, C6’), 132.11 (C3’, C5’), 
137.33 (C1’), 145.48 (Cβ), 148.69-150.35 (C3, C4), 189.40 (C=O). Anal. Calcd for C17H14O5: 
C, 58.03; H, 3.35; found: C, 57.94; H, 3.66. logP: 4.15. Yield = 76%. 
 
Compound 4: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(4’-NITRO-PHENIL)-2-PROPEN-
1-ONE. C16H11NO5, yellow solid, (1,498 g); m.p.: 200-202 ºC (lit. m.p.: 206 ºC)145; IV 
νmax/cm-1 1656, 1212 (C=O), 1579 (C=C), 1250, 1035 (C-O), 1522, 1343, 847 (N=O), 3115, 
2913, 1600, 1496, 1451, 1107, 1010, 928, 806 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 6.05 (s, 2H, -
OCH2O-), 6.87 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H5), 7.15 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H6), 7.18 (s, 1H, H2), 7.31 
(d, 1H, J = 15.6 Hz, Hα), 7.77 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hβ), 8.13 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H2’, H6’), 
8.35 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H3’, H5’). 13C NMR (CDCl3) δ 102.06 (-OCH2O-), 106.91 (C2), 
109.05 (C5), 119.47 (C6), 124.07 (C3’, C5’), 126.21 (Cα), 129.02 (C1), 129.54 (C2’, C6’), 




PROPEN-1-ONE. C18H16O5, yellow light solid, m.p.: 96-98 ºC (lit. m.p.: 101 ºC)62; IV 
νmax/cm-1 1652 (C=O), 1581 (C=C), 1246, 1223, 1042, 1027 (C-O), 2992, 2834, 1602, 1491, 
1445, 1412, 1100, 975, 834, 726 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 3.80 (s, 3H, o-OCH3), 3.85 
(s, 3H, m-OCH3), 6.00 (s, 2H, -OCH2O-), 6.81 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H5), 6.93 (d, 1H, J = 8.00 
Hz, H6), 7.01-7.03 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H3’), 7.05-7.07 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H4’), 7.10 (s, 
1H, H6’), 7.17 (s, 1H, H2), 7.24 (d, 1H, J = 16.0 Hz, Hα), 7.56 (d, 1H, J = 16.0 Hz, Hβ). 13C 
NMR (CDCl3) δ 56.08 (o-OCH3), 56.74 (m-OCH3), 101.79 (-OCH2O-), 106.91 (C2), 108.84 
(C5), 113.61 (C6’), 114.64 (C3’), 119.20 (C6), 125.29-125.32 (C1’, C4’), 129.83 (Cα), 
130.08 (C1), 143.48 (Cβ), 148.55-149.92 (C3, C4), 152.70-153.84 (C2’, C5’), 192.55 (C=O). 
logP: 2.85. Yield = 74%. 
 
Compound 6: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(2’-HIDROXY-PHENIL)-2-
PROPEN-1-ONE. C16H12O4, yellow solid, m.p.: 135-137 ºC (lit. m.p.: 140 ºC)146; IV 
νmax/cm-1 3440 (OH), 1640, 1203 (C=O), 1570 (C=C), 1242, 1038 (C-O), 3076, 2925, 1619, 
1502, 1491, 1440, 1098, 977, 826, 760 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 6.04 (s, 2H, -OCH2O-
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), 6.85-7.03 (m, 4H, H5, H6, H5’, H6’), 7.18 (s, 1H, H2), 7.49 (d, 2H, J = 15.2 Hz, Hα, H4’), 
7.85 (d, 1H, J = 15.2 Hz, Hβ), 7.91 (d, 1H, H3’), 12.87 (s, 1H, OH). 13C NMR (CDCl3) δ 
101.99 (-OCH2O-), 106.98 (C2), 109.00 (C5), 118.24 (C3’), 118.85 (C6), 119.03 (C1’), 
120.31 (C5’), 125.99 (C6’), 129.32 (C1), 129.76 (Cα), 136.47 (C4’), 145.58 (Cβ), 148.75-
150.54 (C3, C4), 163.79 (C2’), 193.79 (C=O). logP: 3.08. Yield = 62%. 
 
Compound 7: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(3’-METHOXY-4-HIDROXY-
PHENIL)-2-PROPEN-1-ONE. C17H14O5, yellow solid, m.p.: 134-136 ºC; IV νmax/cm-1 3216 
(OH), 1643, 1215 (C=O), 1568 (C=C), 1254, 1032 (C-O), 3088, 2900, 1602, 1500, 1447, 
1427, 1102, 975, 931, 801 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 3.97 (s, 3H, OCH3), 6.02 (s, 2H, -
OCH2O-), 6.26 (s, 1 H, OH), 6.84 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H5), 6.99 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H6), 
7.12 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H6’), 7.17 (s, 1H, H2), 7.39 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hα), 7.62 (s, 1H, 
H2’), 7.63 (d, 1H, J = 8.00 Hz, H5’), 7.73 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hβ). 13C NMR (CDCl3) δ 
56.37 (OCH3), 101.85 (-OCH2O-), 106.84 (C2), 108.89 (C5),  110.67 (C2’), 114.03 (C5’), 
119.82 (C6), 123.77 (C6’), 125.32 (Cα), 129.74 (C1), 131.37 (C1’), 144.08 (Cβ), 147.09-
148.59 (C3, C4), 149.97 (C4’), 150.52 (C3’), 188.66 (C=O). Anal. Calcd for C17H14O5: C, 
68.45; H, 4.73; found: C, 68.18; H, 5.23. logP: 2.82. Yield = 47%. 
 
Compound 8: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(4’-METHOXY-PHENIL)-2-
PROPEN-1-ONE. C17H14O4, yellow light solid, m.p.: 131-132 ºC (lit. m.p.: 134-135 ºC)147; 
IV νmax/cm-1 1652, 1219 (C=O), 1582 (C=C), 1243, 1219, 1036, 1021 (C-O), 2945, 2903, 
1600, 1499, 1442, 1419, 1098, 993, 929, 812 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 3.87 (s, 3H, 
OCH3), 6.01 (s, 2H, -OCH2O-), 6.84 (d, 1H, H5), 6.97 (d, 2H, J = 7.6 Hz, H3’, H5’), 7.01 (d, 
1H, H6), 7.16 (s, 1H, H2), 7.40 (d, 1H, J = 16.0 Hz, Hα), 7.70 (d, 1H, J = 16.0 Hz, Hβ), 8.02 
(d, 2H, J = 7.6 Hz , H2’, H6’). 13C NMR (CDCl3) δ 55.73 (OCH3), 101.84 (-OCH2O-), 106.83 
(C2), 108.87 (C5), 114.03 (C3’, C5’), 120.04 (C6), 125.30 (Cα), 129.74 (C1’), 130.95 (C2’, 
C6’), 131.44 (C1), 144.04 (Cβ), 148.59-149.96 (C3, C4), 163.54 (C4’), 188.78 (C=O). logP: 
3.11. Yield = 77%. 
 
Compound 9: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(3’,4’-DIMETHOXY-PHENIL)-2-
PROPEN-1-ONE. C18H16O5, yellow light solid, m.p.: 126-128 ºC (lit. m.p.: 143-144 ºC)148; 
IV νmax/cm-1 1656 (C=O), 1581 (C=C), 1261, 1248, 1040, 1025 (C-O), 3015, 2886, 1595, 
1499, 1464, 1413, 1096, 992, 932, 791 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 3.96 (s, 3H, OCH3), 
3.97 (s, 3H, OCH3), 6.02 (s, 2H, -OCH2O-), 6.84 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H5), 6.92 (d, 1H, J = 8.4 
Hz, H6), 7.12 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H6’), 7.17 (s, 1H, H2), 7.39 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hα), 7.61 
(s, 1H, H2’), 7.66 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H5’), 7.73 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hβ). 13C NMR (CDCl3) 
δ 56.28 (OCH3), 101.85 (-OCH2O-), 106.81 (C2), 108.88 (C5), 110.15 (C5’), 110.90 (C2’), 
119.81 (C6), 123.11 (C6’), 125.34 (Cα), 129.71 (C1), 131.64 (C1’), 144.08 (Cβ), 148.58-
149.97 (C3, C4), 149.39 (C3’), 153.35 (C4’), 188.69 (C=O). Anal. Calcd for C18H16O5: C, 
69.22; H, 5.16; found: C, 69.29; H, 5.56. logP: 2.85. Yield = 72%. 
 
Compound 10: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(3’-NITRO-PHENIL)-2-
PROPEN-1-ONE. C16H11NO5, brown solid, m.p.: 144-146 ºC; IV νmax/cm-1 1661, 1211 
(C=O), 1588 (C=C), 1248, 1036 (C-O), 1527, 1347, 850 (N=O), 3040, 2900, 1609, 1503, 
1489, 1446, 1102, 927, 808, 700 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 6.05 (s, 2H, -OCH2O-), 6.86 
(d, 1H, J = 8.0 Hz, H5), 7.15 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H6), 7.19 (s, 1H, H2), 7.36 (d, 1H, J = 15.2 
Hz, Hα), 7.70 (m, 1H, H5’), 7.81 (d, 1H, J = 15.2 Hz, Hβ), 8.33 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H6’), 8.43 
(d, 1H, J = 8.0 Hz, H4’), 8.81 (s, 1H, H2’). 13C NMR (CDCl3) δ 102.06 (-OCH2O-), 107.00 
(C2), 109.02 (C5), 118.80 (C6), 123.40 (Cα), 126.18 (C6'), 127.15 (C1), 129.02 (C4’), 130.09 
 112 
(C5’), 134.26 (C2’), 139.93 (C1’), 146.85 (Cβ), 148.62 (C3’), 148.79-150.77 (C3, C4), 
188.06 (C=O). Anal. Calcd for C16H11NO5: C, 64.65; H, 3.73; N, 4.71; found: C, 65.02; H, 
4.35; N, 4.99. logP: 3.31. Yield = 40%.  
 
Compound 11: (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-YL)-1-(3’,4’,5’-TRIMETHOXY-
PHENIL)-2-PROPEN-1-ONE. C19H18O6, yellow light solid, m.p.: 133-134ºC (lit. m.p.: 135 
ºC)62; IV νmax/cm-1 1651, 1227 (C=O), 1572 (C=C), 1261, 1244, 1067, 1039 (C-O), 2900, 
2960, 1501, 1447, 1410, 992, 933, 834, 804 (Ar) (KBr). 1H NMR (CDCl3) δ 3.91 (s, 3H, 
OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, OCH3), 6.00 (s, 2H, -OCH2O-), 6.82 (d, 1H, J = 8.0 
Hz, H5), 7.10 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H6), 7.15 (s, 1H, H2), 7.24 (s, 2H, H2’, H6’), 7.30 (d, 1H, J 
= 15.6 Hz, Hα), 7.72 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hβ). 13C NMR (CDCl3) δ 56.58 (m-OCH3), 61.21 
(p-OCH3), 101.91 (-OCH2O-), 106.11 (C2), 106.11-106.84 (C2’, C6’), 108.91 (C5), 119.86 
(C6), 125.53 (Cα), 129.54 (C1), 133.91 (C1’), 142.49 (C4’), 144.83 (Cβ), 148.62-150.15 (C3, 
C4), 153.33 (C3’, C5’), 189.26 (C=O). logP: 2.60. Yield = 88%. 
 
 
3. Biological Assays 
3.3.2. Reagents 
Tissue culture media and fetal bovine serum were purchased from CULTILAB (São 
Paulo, Brazil), penicillin/streptomycin were purchased from GIBCO (Grand Island, NY), isopropanol 
were purchased from Merck (Darmstat, Germany), 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) and N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid] 
(HEPES) were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).  
 
 3.3.3. Cell lines, Cell Culture  
Murine L1210 lymphoblastic leukemia cells were obtained from American Type 
Culture Cell (ATCC) and VERO cells were obtained from Associação Técnico Científica 
Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, Brazil). The cells were cultured in DMEM 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL 
streptomycin and 10 mM HEPES. The cell cultures were maintained at 37oC in a 5% CO2 
humidified atmosphere and pH 7.4. In all experiments, viable cells were checked in the 
beginning of experiment by Trypan Blue exclusion. 
 
3.3.4. Citotoxicity 
 The citotoxic effect of synthetic chalconas was evaluated using a MTT assay.39 Briefly, 3 x 
105 cells/well were incubated in triplicate with compounds dissolved in DMSO and diluted with 
medium culture to their final concentrations (10 - 200 µM) in microplates 96-well. After the 
incubation time at 37ºC, the cells were washed with new medium culture and 10 µl MTT (5mg/mL) 
was added followed by 3 h incubation at 37ºC. The precipitated formazan was dissolved in 100 µl acid 
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isopropanol solution (isopropanol containing HCL 0.04 N) and the absorbance was measured at 540 
nm using microwell system reader (Organon Teknika, Belgium). 
For time-response curve, 3 x 105 cells were incubated with synthetic chalcones at 
concentration 100 µM for 6, 12, 18 and 24 hours following with MTT assay. 
For concentration-response curves, the cells, 3 x 105, were incubated with synthetic 
chalcones at concentration range of 10 to 200 µM for 24h and 1.5 x 105 cells were incubated 
for 48h at concentration 10 to 50 µM following with MTT assay. The IC50 value (a 
concentration produces 50% reduction in the viable cell number) was calculated from the 
concentration-response curves. 
 
3.3.5. Statistical analysis 
The results are presented as mean ± S.E.M. of triplicates from three independent experiments. 
Statistical significance was assessed by ANOVA followed by Bonferroni’s t-test, and P < 
0.05 was taken as statistically significant. 
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